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La presente invention est relative a une proteine recombinante 
chimerique derivee des sous- unites aj et p de canaux calciques hau£s~euil]" aTnsi qu'a 
ses applications pour 1 'etude des voies de signalisation cellulaires dependantes des 
• recepteurs-couples aux -proteines G (RCPG) et Identification -de-GQmposes.-modulant 



1'activite des proteines G. 



La classe des RCPG ccmiprend-phis^e-miH€-membres--id«ntifi6s, 
codes par des genes repr esentant 2 a 5 % du potentiel de codage du genome de 
j/ertebres (El Far et Betz, Bio-chem. J., 2002, 365, 329-336) ; on denombre 27 genes " 



codant pour de s sous-unites Get, 5 pour les sous-unites Gp\ et 14 pour les sous-unites 

1 0 Gy, (Albert et Robillard, Cell, 2002, 14,To7-41 8). ~ 

De nombreux processus biologiques comme la regulation 
uviiapliqut:, la ieponse~aux- hormones-et-aux ph6r omoiiesr4e-gaidage-6eHukk-e- 
(chemoattraction ou ch6morepulsion) ou la vision impliquent les recepteurs lies aux 
proteines G (RPCG). En effet, les RCPG sont capables d'assurer la reconnaissance et 
15 la transduction de messages aussi varies que ceux des acides amines (acide 
glutamique...), des peptides (angiotensin^ neurotensin^ somatostatine. . .), des 
proteines (thyrotropine (TSH), hormone folliculo-stimulante (FSH)...), des amines 
(acetylcholine, adrenaline, serotonine. . .), des lipides (prostaglandins, 
leulcotrienes...), des nucleotides et des nucleosides (adenosine ou ATP). Les ions 
20 (Ca^), les molecules odorantes et gustatives, les photons et les pheromones font 
egalement partie des signaux extracellulaires reconnus par les RCPG (pour revue, voir 
Gether, Endocrine reviews, 2000, 21, 90-1 13 et Albert et Robillard, precites). 

Le signal extracellulaire est transduit a l'interieur de la cellule par 
l'intermediaire des proteines G heterotrimeriques liant les nucleotides guanyliques 
25 (GDP et GTP), composees des sous-unites nommees Get, Gp, Gy ; la reconnaissance 

signal extrace llulaire par Je RCPG entraine 1'activarion des proteines G qui se 

traduit par la dissociation de rha^^mire en GafeTGpy'et la liaison de" la sous- 
unite Ga an GTP. 

Plusieurs effecteurs inti-acellulaires peuvent etre modules directe- 
30 ment ou indirectement par l'activation des differentes sous-unites Ga et Gpy, des 
proteines-G. Les effecteurs controles par les sous-unites Ga, peuvent etre des 
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enzymes (phospholipases A2 et C, adenylyl- et guanylylcyclases, c-jun kinase, 

tyrosin e-pho spiiatase (SH-PTP2)...), dont l'activation va influer sur le taux- de 

seconds hiessapfs'pfbduits ouiiberes (phosphoinositides et diacyis-glycerols, Ca^ 

5 chlores), des echangeurs ioniques (sodium/proton) ou plus recemment -d6$~kinH5es ■ 

(tyro~snre3~k^ kinasesu(foGi^ 

protein kinase), (Albert et Robillard, precite). 

G^y peut egalement moduler l'activite d'etiecteurs au moms aussi ' 

nombreux que ceux controles par Ga, k savoir : les canaux (a conductances sodique, 

10 calcique d6pendante du voltage (N et P/Q) ou potassique a rectification entrante : 
(GIRK : G protein inward rectifyer K+ channel)...), les enzymes dites « classiques » 

rphosphriftpase s A2 et C T addnvlyl ey€ftese -4j-H T .m^^nginp.-phr> g ph a f ag ^ (ft H- . 

PTP1)...) ainsi qu'un nombre important de kinases (phosphoinositide 3 -kinase, 
recepteur p-adrenergique kinases, c-jun kinase, MAP kinases, tyrosine kinases Btk et 

1 5 T-cell-specific kinase (Tsk), (pour revue voir Albert et Robillard, precite); 

Ainsi, l'etude de ces voies de signalisation et la recherche de drogues 
agissant sur ces voies de signalisation presentent un interet therapeutique important 
pour la recherche de nouveaux medicaments. 

II ressort de ce qui precede que l'activation des proteines G et leur 

20 dissociation en sous-unites Ga et Gpy est le carrefour d'un grand nombre de voies de 
signalisation et de regulation cellulaires. Par consequent, l'analyse de l'activation de . 
ces proteines G permet d'etudier les voies de signalisation cellulaire, dependantes des 
n&epteurs couples aux prolines G et de cribler des agonistes et des antagonistes de 
ces voies de signalisation. 

25 Pour analyser l'activation des proteines G, Janetopoulos et al., 

^Science, 2001, 291, 2408-2411) ont decrit une technique de suivi in vivo en temps 

reel de l'interaction Ga-Gp. Cette technique, mise au point chez l'amibe 
Diciyosieliiim discoideiim, est bas^e sur la cotransFection de deux constructions codant " 
pour deux proteines chimeres fluorescentes : Gp-YFP et Gcx 2 -CFP. L'interaction entre 

30 les deux chimeres induit un processus de transfert de fluorescence (FRET) qui permet" 
un suivi en temps reel de leur interaction dans le cellule vivante. Les deux chim&res 
constitutes par Janetopoulos et al. sont capables de former un complexe qui interagit 
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de maniere fonctionnelle avec le recepteur a l'AMPc et peut etre active par du GTPyS. 
Cette technique utilisant la fluorescence est adaptable aux approches de criblage a 
haut debit, Toutefois, du fait de la competition avec des sous-unites Ga ou GPy 
endogenes' supprinranti^roces§u~^ cette approche ne-pe«l-4bnctionner--que~-- 

5 dans des cellules deletees gen&iquement de leur proteine G equivalente endog£ne. De 
plus'cEeiTIeir^ de proteines G sont-SpHquees-dans--~ 

la reponse a Tactivation des diffSrents r6cepteurs de type RCPG, En consequence, 
Tapproche de Janetopoulos et al. suppose la construction d'une chimere et d'une 
lignee cellulaire specifiquement deletee pour chaque isotype de proteine CTetucffiT 

10 II ressort de ce qui precede qu'il n'existe pas d'outil ul^quitaife^ 

simple a mettre en ceuvre pour ^valuer l'activation des proteines G dans des cellules 

eucaryotes: — — - 

Les canaux calciques comprennent des canaux de type bas-seuil 
s'activant par de faibles depolarisations et des canaux de type haut-seuil s'activant par 

15 de fortes depolarisations. Les canaux de type haut-seuil represented un complexe 
het6romultimerique aia 2 8j3 et y, dans lequel la sous-unite cci membranaire, 
constituant le canal proprement dit, est associ£e a une sous-unite intracellulaire 
regulatrice (3 (ou Ca v |3), par l'interm6diaire de son domaine d'interaction (domaine 
AID pour alpha interaction domain ), presentant un motif conserve : QQ-E— L-G~ 

20 WI— E (code a une lettre ; - representant n'importe quel acide amine ; Pragnell et al., 
Nature, 1994, 368, 67-70 ; figure 1) dans lequel les residus Y392, W395 et 1396 sont 
essentiels pour la liaison de la sous-unite J3 (De Waard et al., FEBS, 1996, 380, 272- 
216). La sous-unite r6gulatrice P se lie au domaine AID par Tintermediaire de son 
domaine BID {beta interaction domain ; DeWaard et al., J. Biol. Chem., 1995, 270, 

25 12056-12064) qui est inclus dans un domaine GK-like (Hanlon et al., FEBS, 1999, 
445, 366-370). 

Sept sous-unit&s cti ont ete identifies : aiA(Ca v a 2 .i), ai B (Ca v a 2 .2), 
<X|£ (Ca v a 2 .3), formant respectivement les canaux neuronaux de type P/Q et N et les 
canaux de type R, regules par les proteines G (canaux sensibles aux proteines G) et 
30 ais (Ca v cti.i), a lc (Ca v ai.2)» oti d (Ca v a L 3) et air (Ca v ai. 4 ), formant les canaux de type L, 



insensibles aux p roteines G, incluant les canaux cardiovasculaires (a lc > et 
sq ueiettiques7ai^ (Lory et al., m/s, 200l£ro; 979-988)T ~ : " : ~ 

Dans le systeme nerveuxceh!fal;les canauxxalciques haut-seuil de 
type JN^FP7Q~sont direttementimpl^ 

5 deja synapse : leur ouverture sous Peffetrd'un potentiel d'action mduit une enfxeerae 

calcium dans la" ferrriinaison " prfeynap tique" Ce b iffli^-d^el : egd^e--la-siGr6tion de- 
neuromediateurs tels que le glutamate dans la fente synaptique et, ainsi la propagation 
de 1 'influx nerveux dans la dendrite post-synaptique. Les canaux N et F/Q sont fegules 
par des recepte urs li6s aux proteines G trimeriques (RCPG) tels que les recepteurs 
10 metabotropiques de classe III du glutamate (pour revue : El Far et Betz., pYecit6) ou" 
les recepteurs noradrenergiques, muscariniques, GABAergiques (GABA 5 y- 

~ aminobufyn^ : 
Hiile, Trends NeuroSci., 1994, 17, 531-536). II a 6t<§ montre que le sous-complexe 
GPy est directement responsable d'une inhibition de Pactivite des canaux P/Q qui 

15 resulte d'une fixation directe de Gpy sur la boucle intra-cytoplasmique reliant les 
domaines membranaires I et II (boucle MI) de la sous-unite cci (De Waard et al., 
Nature, 1997, 385, 446-450). De fait, cette boucle presente plusieurs sites 
dMnteraction avec GPy, chevauchants le domaine de liaison a la sous-unite regulatrice 
Ca v p (domaine AID ; Figure 1), dont un motif consensus QQ--R-L-GY inclus dans le 

20 domaine AID, est essentiel pour la liaison de Gf3y (Figure 1 ; De Waard et al., Nature 
1997, 385, 446-450 ; Zamponi et aL, Nature, 1997, 385, 442-446). De plus, la sous- 
unite regulatrice Ca v p semble contrecarrer Peffet fonctionnel des proteines G 
(Bourinet et al., P.N.A.S., 1996, 93, 1486-1491). Ainsi, il semblerait que cet anta- 
gonisme implique une competition physique entre la sous-unite Ca v p et la proteine 

25 GPy au niveau de la region AID de la boucle HI (Dolphin et al., J. Physiol., 1998, 

5e6r3HHr> _ 

. " ""jrzi~ T... . Les Inventeurs out construit des prateiaes^cjiimeriques par fusion 
NH 2 et/ou COOH terminale : 

(i) de la boucle I-II de la sous-unite oti de canaux calciques haut-seuil 

30 sensibles ou insensibles aux prolines G (respectivement, ct lA ou Ca v a 2 .i constitutive 
d'un canal neuronal de type P/Q et a lc ou Ca v a L2 constitutive d'un canal de type L 
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cardiovascutaire) ou un fragment de celle-ci ; ladite boucle correspond aux positions 
367 a 487 en reference a la sequence de la sous-unite Ca v a 2 .i, et comprend le domaine 
de liaison a une sous-unite p d f un canal calcique (ou domaine AID) et les sites de 

liaison a une sous-unite Gp d^irrerproteine <x (figure 1), et ■ 

5 (ii) d'une sous-unite P d f un canal calcique haut-seuil, capable de se - 

lier audit fragment de la sous-unit6 a\. ~~~~ 

lis ont montre que l'ensem ble des proteines chimeriques obtenues - 

comp renant l a boucle I-II d f une sous-un ite ai issue d'un canal calcique sensible ou 

insensible aux proteine s G ou un fragment de celle-ci inclu ant au moins ie domaine 

10 AID,- possede des proprietes surprenantes d'interaction intramoleculaire entre les 
domaines de liaison des sous-unites ai et p du canal calcique qui empechent la 
fixation de la chimere sur le domaine AID d'une sous-unite ccf." lis ont confirm^ que 
ce masquage du domaine de liaison de la sous-unite p etait bien du a son interaction 
intramoleculaire avec le domaine AID, car la deletion du domaine AID de la chimere 

15 retablit cette fixation, lis ont egalement montre que la fixation de la chimere compre- 
nant la boucle MI d'une sous-unite a !A "sensible aux proteines G", sur le domaine 
d'interaction de la sous-unite ai est rdtablie par addition de GPy. Ce resultat a ete 
confirme par la mise en evidence ex vivo de Pinteraction d'une sous-unite P 
recombinante marquee avec un fluorophore de type Cy3 avec une chimere 

20 fluorescente de la sous-unite ai A (GFP-ai A ), par mesure du transfert de fluorescence 
(FRET) en microscopie confocale. Ces proprietes leur ont permis de d6montrer que 
de-maniere inattendue, la regulation des canaux P/Q passe par un deplacement, par le 
complexe GPy, de Tinteraction entre la sous-unite regulatrice p et la sous-unite a du 
canal calcique et non par son inhibition comme cela avait ete suggere precedemment 

25 De maniere plus precise, les Inventeurs ont montre que la proteine 

cTnfrierique deriveend\me~sousnrnite- a^enstble--au?e-pr0teiiies G existe . sons .deux 
formes "fermee" ou "ouverte", respectivement en Tabsence ou en presence de sous- 
unite Gp capable de se lier audit fragment de la sous-unite cti, soit sous forme de 
monomerc Gp, soit sous forme d'heterodimere Gpy. En Tabsence de Gp (ou Gpy), la 

30 proteine chimerique est capable de se replier permettant ainsi aux domaines 
d'interaction des sous-unites ai et P du canal calcique de s'associer par une liaison 
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intramoleculaire stabl e (forme fermee). En presence de Gp (ou Gpy), la liaison intra- 

molecul aire es t dfe truite et les domaines d'interactioh des sous-unites a\ et p du canal 

calcique se dissbcienf~(fbrme ouverte), permettant airisT^^M£W"des^domaines 

5 domaine AID) et/ou une sous-unite a\ d'un canal calcique (ddmaine d'interaction de la 

sous-unite p : domaine BID). ' " ~ 

De fagon similaire, la proteine chimerique deriv£e d'une sous-unite 

oci insensible aux proteines G est capable de se replier permettant ainsi aux domaines 

d'interacti on des sous-uni tes ctj et p du ca nal calcique de s r associer par une liaison 

10 intramoleculaire stable (forme fermee). En consequence, en presence d'antagonistes 
de cette liaison, autres que Gp ou Gpy, la liaison intramoleculaire peut egalement etre 
detruite et les domaines d'interaction des sous-unites cci et P du canal calcique se 
dissocier (forme ouverte), permettant ainsi a chacun des domaines d'interagir 
respectivement avec ledit antagoniste autre que Gp ou Gpy (domaine d'interaction de 
15 la sous-unite cti : domaine AID) et/ou une sous-unite a t d'un canal calcique (domaine 
d'interaction de la sous-unit6 p : domaine BID). 

En consequence, du fait du remaniement de leur structure en presence 
de sous-unites Gp ou Gpy libres ou bien d'autres antagonistes de l'interaction entre les 
sous-unites oti et P (passage de la forme fermee a la forme ouverte), les prolines 
20 chimeriques derivees des sous-unites a x et p de canaux calciques haut-seuil represen- 
tent des outils simples k mettre en oeuvre, sensibles, specifiLques et utiles pour les 
applications suivantes : 

- les proteines chimeriques derivees d'une sous-unite <xi sensible aux 
proteines G (par exemple : a lA , a 1B et a JE ) permettent de determiner les variations de 

25 la concentration cellulaire en sous-unites Gpy libres, ex vivo, en temps reel et done de 

— *-cr F activation des proteines G dans les cellules : de telles proteines chimenques 

represented des -bioeapteurs ubiquitaires de l'acEvation des proteinesVG Iparfaitement 
adaptes a l'etude des voies de signalisation et de regulation cellulaires dSpendantes des 
r^cepteurs coupl6s"aux proteines G et au criblage d'agonistes/antagonisTes de ces voies 

Sw signalisation capables d'augmenter ou de diminuer la concentration en sous-unites 
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Gfiy libres dans les cellules et done de moduler l'activite de ces voies de regulation et 



de signalisation cellulaires dependantes des recepteurs couples aux proteines G. 



les proteines chimeriques derivees d'une sous-unite a i sensible ou 



resistante aux proteines G"(par exemple : aiX7~e^~^ErctTc7~oci^^ repre- 



5 sentent des outils simples, sensibles et specifiques, parfaitement adapts au criblage 



d'antagonistes de Interaction entre les sous-unites ctj et 0, capables de moduler Tacti- 
vite de Tensemble des canaux calciques haut-seuil. 



_les proteines chimerique derivees d ! une sous-unite ai et d'une 



SQUSclinftg p d'un canal calriqne haut-seuij. telles q ue d6finies ci-de ssus sont 

10 egalement utiles pour le controle systematique pharmaco-toxicologique de nouveaux 
medicaments en phase I et la recherche d'agonistes naturels de recepteurs orphelins. 



En effet, le clonage du genome humain a permis d'identifier environs recepteurs" 
RCPG. Parmi ceux-ci, seulement 200 ont un ligand identifie. Les autres, appeles 
recepteurs orphelins, constituent potentiellement des cibles clefs pour ^identification 
15 de nouvelles voies de signalisation et de regulation cellulaire. La recherche 
d'agonistes et d'antagonistes de ces recepteurs revet done un interet majeur tant sur le 
plan de la recherche fondamentale que sur le plan therapeutique. 

En consequence, la presente invention a pour objet une proteine 
chimerique derivee d'un canal calcique haut seuil, caracterisee en ce qu'elle comprend 
20 au moins une sous-unite p ou un fragment de celle-ci incluant au moins le domaine 
BID, fusionne(e) a son extremite NH 2 ou COOH avec la boucle I-II d'une sous-unite 
ocf.ou un fragment de celle-ci incluant au moins le domaine AID. 

Conformernent a Invention les domaines AID et BID sont tels que 
definis ci-dessus ; la boucle I-II de la sous-unite a { comprend le domaine AID de 
25 liaison a la sous-unite p et les sites de liaison a !a sous-unite Gp d f une proteine G, dont 
- — un -site- consensus-de- liaison qui est inclus^dans. .ce-jomaiae AI D. Ces differe nts 
domaines sont illustres a la figure I. 

L'invention englobe les proteines chimerique issues des sous-unites 
aj et p de vertebres, notamment de mammiferes humains ou non-humains et de leurs 
30 orthologues chez les invertebres. 
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Des prolines chimeriques conformes a P invention sont representees 

notanrunenrpar : - "~ : — : 

' iine-sous-unite-p-fusionnee a son exteemite N-H^ -ou-COOH-ay-ecJa 

5 le donxaine GK-like d'une sous-unite p ineluant le domaine BID 

^ Han j on et ^ precite), fusiOnile k son extremite NHT^tr-eQe il avec : l ^bbtt efc" I - H 

d*une sous-unit6 <xj. 

Conform6ment a T invention, la boucle I-II ou son fragment est, soit 
fusionne directement a l'extremite NH 2 ou COOH de la sous-unite p ou de son 
10 fragment, soit les deux sequences sont separees par un peptide espaceur dont la taille 
et la sequence en acides amines sont tels que les domaines AID et BID de la proteine 
chimerique COntenant ledil espaceur " s unt aple s -a -interag i r pour former uno liaison -^ — 
intramoleculaire qui est deplacee en presence d'antagoniste (passage de la forme 
fermee a la forme ouverte) ; un tel peptide espaceur est notamment reprSsente par une . 
15 sequence polyglycine. 

Selon un mode de realisation avantageux de ladite proteine 
chim&ique, elle est issue d r un canal calcique haut-seuil sensible aux proteines G. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de realisation, ladite 
proteine chimerique comprend un fragment d'une sous-unite oti selectionnee parmi 
20 aiA t ai B etaiE. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de ladite proteine 
chimdrique, ladite sous unite J3 est selectionnee dans le groupe constitu6 par (3i, p 2 , p3 
etp 4 . 

L'invention englobe egalement les proteines chimeriques constituees 
25 par des sequences fonctionnellement equivalentes aux sequences telles que definies ci- 

... . . desstts, c'est-a-dire dont la sous-unite P et la boucle I-II de la sous-unite a! ou leurs 

fsaegmaits _ tels que definis ci-dessus sont capables de former une liaison 
intramoleculaire par Tintermediaire de leurs domaines d'interactiofi ; ladite liaison 
etant eventuellement detruite en presence de sous-unites Gp ou GPy libres ou bien 
?0 d'autres antagonistes de ^interaction entre les sous-unites ccj et p ("forme ouverte"). 
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Parmi ces sequences, on peut citer par exemple Ies sequences derivees des sequences 

pr6cedentes par : 

- mutation (substitution et/ou suppression, et/ou addition) d'un ou 

plusieurs^Gides^mines-des-^equencestelles que defmies jci-_dessu&>_; ^ 

5 - modification d'au moins une " liaison pepticlique -CQ^ NH - de~fa~ 

chaine peptiS<^ue-de4a-protein^^ telle que definie.ci--d^gu5 J nntammgnt- par 

remplacement par une liaison differente de la liaison -CO-NH- (methylene amino, 
carba, cetomethylene, thioamide....) ou par introductio n d ' une liaison de type rdlro ou 
retro-inverso, et/ou, 

10 - substitution d'au moins uh acide Miine"d^FcHMn^^ 

la prot&ne chimerique telle que definie ci-dessus, par un residu d f acide amin6 non 

--pro teinogeniqne 

Par residu d'acide amin<§ non proteinogenique, on entend tout acide 
amine n ! entrant pas dans la constitution d'une proteine ou d f un peptide naturel, 
15 notamment tout acide amine dont le carbone portant la chaine laterale R, a savoir le 
groupe -CHR-, situe entre -CO- et -NH- dans la chaine peptidique naturelle, est 
remplace par un motif n'entrant pas dans la constitution d f une proteine ou d'un peptide 
naturel. 

La presente invention a notamment pour objet une proteine 
20 chim6rique variant issue d'une proteine chimerique telle que definie ci-dessus, carac- 
terisSe en ce qu'elle presente une mutation d'au moins un acide amine dans les 
sequences de la dite sous-unite 0 et/ou de la boucle MI d'une sous-unit£ ai. 

- Selon un autre mode de realisation avantageux de ladite proteine 

chimerique, ledit variant possede une mutation qui modifie l'affinite de la sous-unite J3 
25 pour la boucle I-II de la sous-unite a\ et/ou reciproquement ; de telles mutations 
perrnettent d f obtenir une proteine chimerique plus ou moins sensible a la concentration 
en sous-unite G|3 ou^G(3y libres. 

Parmi ces mutations on pcut citer les mutations du domaine AID de 
la boucle I-II de la sous-unite a u telles que decrites dans Pragnell et ah, precite et De 
30 Waard et al. FEBS, 1996, 380, 272-276, a savoir : Q3S3A, Q384A, E386D, E386S, 
L389H, G391R, Y392S, Y392F, W395A, I396A et E400A. 
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Selon un autre mode de realisation avantageux de ladite proteine 

chimerique ou de son v ariant, elle est couplee,~de~ preference de mamere covaiente* a • 

au moins un marqueur~approprie pennettanHa: -detection et/ou la purification-et/ou. TZ'ZTZTZl 
""^^-frnimobihsation-de^^ .antigenique, unereliauat-te; = ■ , ~ , — , 

5 du type polyhistidine, un compose luminescent (tiuoropftore telle que"la GFP.uuTuii — 

deses variants rCFPT^FP-^lrB^ — , 1 

Conform&nent a Tinvention le dit couplage est realise par tout 

moyen approprie, notamment par une liaison peptidique~paf" l ! mfefmediaire des 

fonctions COOH et/ou NH2 terminales de la chaine peptidique, ou bien par une autre 

10 liaison covalente, telle que par exemple : une liaison ester," ether, thio^eiTlWDestCT; ; 

par Tintermediaire de fonctions reactives de la chaine laterale d'un acide amine de la 

chaine- peptidique^— _ _ 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de realisation, la dite 
proteine chimerique comprend un fluorophore accepteur ou donneur respectivement a 
1 5 son extremite NH 2 et/ou COOH. 

Les fluorophores accepteurs, par exemple CFP ou BFP, peuvent - 
etre couples indifferemment a Textremite NH 2 ou COOH de la proteine chimerique, 
les fluorophores donneurs, par exemple GFP ou YFP sont fusionnes k V extremite 
opposee de ladite proteine chimerique. De telles proteines chimeriques sont utiles pour 
20 V etude ex vivo en temps reel de Pactivation des proteines G et le criblage de molecules 
capables de moduler cette activation par mesure du transfert de fluorescence (FRET). 

En effet, le marquage par un compos6 luminescent prSsente 
Tavantage d ! obtenir un signal localise qui ne necessite pas la presence d'autres reactifs 
comme c'est le cas pour les marquages enzymatiques. Ce type de marquage permet 
25 egalement Tutilisation de phenomene tel que le transfert d'energie qui peut s'effectuer 
selon diffSrents mecanismes : transfert d'energie par resonance, transfert d'energie 

radiatif (Faccepteur absorbFlFrumT^ eirii^e par fcnjonneur) et transfert-d-'eleetFen, 

~Ce"transfert d'energie, ^ntrejiir compose "donneur" (D) luminescent 
et un compose "accepteur" (A) luminescent ou non, et qui est dependant de la distance 
30 entre A et D, a ete utilise pour la realisation-de-nombreux dosages. On choisit D et A, 
qui sont couples a chaque extremite de la proteine chimerique afin que le transfert 
d'energie n'ait lieu que lorsque Tintercation intramoleculaire entre les domaines BID et 



11 

AID a lieu (forme fermee). Ce phenomena se traduit par une diminution ou extinction 
de la luminescence de D et une emission de luminescence de A si celui-ci-esP 1 - 
luminescent, lorsque D est excite. Lors de ces dosages on mesure soit la variation de la 
-- luminescence .de A, soiLla variation de Jaluminesaen.ee _de JD ; la nature de A et de B- 
5 6toht variableTPar exemple, pour mesurer la vanation ae iummesc~en^de"^"on"p'"eGr" 
— utiliser comme donneur-^-4^epteiH--deux-p^^ ou bienxomm£_- 

donneur un complexe de terres rares (europium, terbium) avec un chelate, un cryptate 
ou un rhTcrbcycTe et comme accepteur une proteme nuoresce'nfer La mesure de la 
vanation deluminescence de D repose sur la capa^fSlftlH^^ 
10 "suppnmer la"lumihescence d'un autre compose (Djlorsque ceux-ci sorit suffisMnrnenT" 
proches ("Quench"). La gamme de molecules A pouvant etre utilisees est done plus 

etendue et incM,ainsi_des_compo s6s non luminescents tels q ue des metaux lo urds, des 

atomes lourds, des molecules chimiques comme par exemple le rouge de methyle, des 
nanoparticules telles que celles vendues sous la denomination Nanogold® par la 
15 societe Nanoprobes (USA), ou bien encore les molecules vendues sous les 
denominations DABCYL® (Eurogentec, Belgique), QSY Dyes (Molecular Probes 
Inc., USA), ElleQuencher® (Oswell/Eurogentec) ou Black Hole Quenchers® 
(Biosearch Technologies Inc., USA). 

La presente invention a Sgalement pour objet un peptide, caracterise 
20 en ce qu ! il comprend un fragment d'au moins 7 acides amines de la sequence de la 
proteine chimerique telle que definie ci-dessus, situes a la jonction de la sous-unite p 
et de la boucle I-II de la sous-unite oti ou de leurs fragments tels que defmis-ci-dessus ; 
de.'tels peptides permettent notamment de produire des anticorps specifiques de la 
proteine chimerique selon Tinvention. 

La presente invention a egalement pour objet des anticorps, caracte- 
rises en ce qu f ils sont diriges contre une proteine chimerique ou un peptide tels que 
"defihls ci-dessus. " • - - 

Confonnement a l'invention, lesdits anticorps sont soit des anticorps 
monoclonaux, soit des anticorps polyclonaux. 

Ces anticorps peuvent etre obtenus par les methodes classiques, 
connues en eiles-memes, comprenant notamment r immunisation d'un animal avec 
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une proteine ou un peptide conforme a l'invention, afin de lui faire produire des anti- 
corps di riges contreTadife ^pfo tSine 6u ledit peptide. - - " 

DeTeIS"antfcorp^ont utiles notamment^ouHmmobiliser^^pFOteme 

cht^^qi^si>rHu#^^ppDTt-s oTicfe^-! (Ppugifier- ou Hi p:n_l a ;d Mf^u^==== ===. . ===r • - 

5 • - - La presente invention a egalement pour otyet une molecule d'&'blde 

nucleique, carartrerisee-en^e 1 ^^ le~groupe con^fi^^pa£UesiZ-__. 

sequences codant pour une proteine chimerique ou un peptide tels que definis ci- 
dessus et les sequences complementaires des precedentes, sens ou anti-sens. 

L'invention a egalement pour objet des sondes et des amorces, 

10 caracterisees en ce qu'elles comprennent une sequence d'environ iu a jU nucleotides ~ 

correspondant a celle situee k la jonction de la sous-unite |3 et de la boucle HI de la 

sou s-unite cti ou dc lcur3 fragm eats-tete-que -difinis-^Udessus ; so ndes et ces 

amorces permettent de detecter/amplifier specifiquement lesdites molecules d'acide 
nucleique codant la proteine chimerique selon l'invention. 
15 L'invention a egalement pour objet d'autres amorces permettant ->f 

d 'amplifier specifiquement la sous-unit6 p et/ou la boucle I-II de la sous-unite ctj ou v 
leurs fragments tels que definis-ci-dessus, caracterisees en ce qu'elles sont 
s&ectionnees dans le groupe constitue par les sequences SEQ ID NO : 1, 2, 4, 6, 7, 8 
et9. 

20 Les molecules d'acide nucleique selon l'invention sont obtenues par 

des methodes classiques, connues en elles-memes, en suivant les protocoles standards 
trefe que ceux decrits dans Current Protocols in Molecular Biology (Frederick M. 
A USUBEL, 2000, Wiley and son Inc, Library of Congress t USA). 

Les sequences codant pour une proteine chimerique selon l'invention 

25 peuvent etre obtenues par amplification d'une sequence, nucleique par PCR ou RT- 
PCR a I f aide d'une paire d f amorces appropriee ou bien par criblage de banques d'ADN 
^^mie par hybridation avec une sonde homologue. ~~ 

Les molecules decides nucieiques deriveesf codant pour un variant '." 
de la proline chimerique selon 1'invention, sont obtenues par les methodes classiques, 

30 permettant d'introduire "des'mutations dans une sequence d'acide nucleique, connues* 
cn elies-memes, suivant les protocoles standards precites. Par exemple, la sequence 
codant pour un variant de la proteine chimerique selon l'invention peut-etre obtenue 
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p ar mutagenese dirigee selon la methode de Kunlcel et al., (P.N.A.S., 1985, 82, 488- 

.... 492), _ " 

La presente invention a 6galement pour objet un vecteur recombinant 
eUcafyote otrprocaryote, caracterise -^n- ee^qu^iln^ les 
5 molecules d'acides nucleiques codant pour une proteine chimenque telle que defini'e 

ci-dessus. 

De preference, ledit vecteur recombinant est un vecteur d ! expression 
dans lequel ladite molecule d'acide nucleique ou Tun de ses fragments sont places sous 
le controle d'elements regulateurs de la transcription et de la traduction appropries. En 
10 outre, ledit vecteur peut comprendre des sequences fusioiuiees*en phase avec Textfe- 
mite 5' et/ou 3 ! dudit insert, utiles pour I'immobilisation, et/ou la detection et/ou la 

purification dc la rproteine exprim6e4 up^fa dudit Mectem: ^ n o TP b rf>1iy vecteurs dans 

lesquels on peut inserer une molecule d'acide nucleique d'interet afin de l'introduire et 
de la maintenir dans une cellule hote eucaryote ou procaryote, sont connus en eux- 
15 memes ; le choix d'un vecteur approprie depend de Tutilisation envisagee pour ce 
vecteur (par exemple replication de la sequence d'interet, expression de cette 
sequence, maintien de la sequence sous forme extrachromosomique ou bien integra- 
tion dans le materiel chromosomique de Phote), ainsi que de la nature de la cellule 
hote. Par exemple, on peut utiliser des vecteurs viraux ou non-viraux comme des 
20 plasmides. 

Ces vecteurs sont construits et introduits dans des cellules botes par 
les methodes classiques d'ADN recombinant et de genie genetique, qui sont connues 
en : elles-memes. 

Selon un mode de realisation dudit vecteur recombinant, il s'agit 
25 d f un vecteur depression eucaryote presentant une sequence selectionnee dans le 
groupe constitue par les sequences SEQ ID NO: 5 et SEQ ID NO: 10 ; le plasmide 
SEQ ID NO: 5 contient la boucTe T-n"deM^sbus-ifnite Ca v ct2.i dB~l"apin ftisionnee a 
l'extr&xiite C-terminale de sous-unite Ca v p3 de rat, sous le controle du promoteur 
CMV et le plasmide SEQ ID NO: 10 contient un insert constitue dc 5' cn 3' par la 
30 fusion en phase des fragments suivants : la sequence GAP -43, PADNc codant pour 
l'EGFP (donneur dc fluorescence), le domaine GKrlike de la sous-unite Ca v p3 de rat, 
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_ laboucle HI de la sous-unite Ca v a 2 .i de lapin et I'ADNc codant pour la CFP 

^accepteur de fluorescence). ~ " — ■ - - 

Lapfesefite ihv^lio^^regatement pour objet des celiutesTiiocftfiees-- - 

' : p ajl une-protem c^m^ ftudeique-ou bien'HfP^^fenE^ 

5 recombinant tels que defmis ci-dessus. " ~ ' . r 

Sdun ua mude de i6alisatton~avantageux--de l , inveHtiOTt r 4es#t«s^ 
cellules sont des cellules eucaryotes, 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de realisation, 
lesdites cellules expriment au moins un recepteur capable de se Her aux proteines G 
10 (RCPG) ; lesdites cellules sont, soit des cellules exprim^^orisTitiitivement au moins 
un RCPG, soit des cellules modifies qui expriment un RCPG recombinant 

— r Pes cellul es m odifie e s c onfonr tes^aJ-'javentiorL pe uvent £tre obt^- 

nues par tous moyens, connus en eux-memes, permettant d'introduire une molecule 
d'acide nucleique ou une proline dans une cellule-hote. Par exemple, dans le cas de 
15 cellules animates, on peut utiliser entre autres des vecteurs viraux tels que les ad6no- 
virus, les retrovirus, les lentivirus et les AAV, dans lesquels a ete inseree prealable- 
ment la sequence d'interet ; on peut egalement associer ladite sequence nucleotidique 4 
(isolee ou inseree dans un vecteur plasmidique) ou peptidique avec une substance lui 
permettant de franchir la membrane des cellules-h6te, par exemple. une preparation 
20 de liposomes, de lipides ou de polym&res cationiques, ou bien l'injecter directement 
dans la cellule hote. 

La presente invention a pour objet des animaux et en particulier des 
mammif&res transg&iiques non-humains, caracterises en ce que tout ou partie de leurs 
cellules sont transformees par une molecule d'acide nucleique selon {'invention. II 

25 s'agit par exemple d'animaux dans lesquels on a introduit une sequence codant pour la 
proteine chimerique selon Tinvention sous controle le controle d'elements regulateurs 
de la transcription et de la traduction appropries. DeTels animalix transrg&ri qu es sont — 
utiles, notainmeff etapes de cnBIagea secondaires ; i) pour Syaluef le; ciblage 

cellulaire, voire tissulaire d'une molecule active sur les RCPG ou les canaux 

30 calciques, idehtiftee lors d'un criblage-primaire, ii) pour etudier la biodisponibilite 
c sne telle molecule, et iii) pour la recherche, en premiere approche, d'effets 
secondaires eventuels d'une telle molecule. 
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La presente invention a egalement pour objet Tutilisation d'un 
produit selectionne dans le groupe constitue par les prot6ines~ffimefiques7^¥ 
molecules d'acides nucleiques, les vecteurs recombinants, les cellules modifiees'eTles 
mammiferes-nen-Tittmains- transgeniques- tels que definis ci-dessu s pour l'etude des 
voies de signalisation et de regulation celluiaires dependanteTtles reoepLeurs couples* 
aux proteines- G: — : — - _ 

La presente invention a egalement pour objet Tutilisation d f un 
produit selectionne dans le groupe constitue paF les proteines chim&iques, les - 
molecules d'acides nucleiques, les vecteurs recombinants, resTellules modTfi"ees~ertes~ 
mammiferes non-humains transgemques tels que'deflnis" ci^essuTT>Wr~l^^ 
d'agonistes et/ou d'antagonistes des voies de signalisation et de regulation celluiaires 
d^pendantes des r£r,epfeiir,s oouplfa au2Lprpjeines,G. 

La pr6sente invention a egalement pour objet Tutilisation d'un 
produit selectionne dans le groupe constitue par les proteines chim&iques, les 
molecules d'acides nucleiques, les vecteurs recombinants, les cellules modifiees et les 
mammiferes non-humains transgeniques tels que definis ci-dessus pour le criblage 
d'antagonistes de Interaction entre les sous-unites cti et (3 des canaux calciques haut- 
seuil ; de tels antagonistes sont utiles pour moduler 1'activite de l'ensemble des canaux 
calciques haut-seuil et represented done des medicaments susceptibles d'etre utilisees 
dans le traitement des maladies liees a un dysfonctionnement de l'homeostasie 
calcique et des pathologies ou la modulation de l'entree calcique peut compenser un 
deficit cellulaire, notamment les epilepsies, les ataxies, les migraines, les hypo- et 
hyper-calcemies musculaires, le diabete, et les maladies cardiovasculaires. 

Selon un mode de realisation avantageux de l'invention, l'etude des 
voies de signalisation et de regulation celluiaires dependantes des recepteurs couples 
aux proteines G est realis^e par une methode coraprenant au moins les etapes 

suiva'ntes"! ' — - 

ai) la culture de cellules modifiees exprimant une proteine chimerique 
issue d'un canal calcique sensible aux proteines G et un recepteur couple au proteine 
G, telles que clefinies ci-dessus, 

bi) la transduction d'un signal par Tintennediaire dudit recepteur 
couple aux proteine G, par tout moyen approprie, et 
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ci) la determination, par tout moyen approprie, de la proportion de 
~ " * ' ladite proteine c5himerique"exprimee dans lesdites cellules qui est4tee a-une sous-unite - 

Gpy: . -~7~ 

- --^ ^te^ ... 

^ concentration cellulaire en sous-unites GPy libres et-donc de mesurer l 7 activation des 

proteines G^anVtes^tluies. "* 

Selon un mode de realisation avantageux de Tinvention, le criblage 
d'agonistes/d'antagonistes des voies de signalisation" et de regulation cellulaires* 
dependantes des recepteurs couples aux proteines G est realisee par une methode 
10 comprenant au moins les etapes suivantes : 

a2) la culture de cellules modifiees exprimant une proteine chimerique 

issue d'un can al^ealeiqua-sensible-au^prote ines G et nn recepteur coupM a n prot eingLG _ 

telles que definies ci-dessus, 

b2) la transduction d'un signal par rintermediaire dudit recepteur 
1 5 couple aux proteine G, par tout moyen approprie, 

C2) la determination comparative, par tout moyen approprie, de la 
proportion de ladite proteine chimerique exprimee dans les cellules qui est li£e a une 
sous-unite Gpy, avant et apres la mise en contact desdites cellules en b2) avec une 
molecule a tester, et 

20 d2) Identification des molecules agonistes/antagonistes des voies de 

signalisation et de regulation cellulaires dependantes des recepteurs couples aux 
proteines G, correspondant a celles capables respectivement d'augmenter et de dimi- 
nuer la concentration cellulaire en sous-unites GPy libres* 

De manidre avantageuse, lesdites cellules modifiees ena^ouen aa) 

25 expriment une proteine chimerique telle que definie ci-dessus couplee a ses extremites 
NH2 et COOH, respectivement h un fluorophore donneur et un fluorophore accepteur 
de fluorescence et ladite determination en ci) ou en c 2 ) est effectuee par la technique - 

de transfer! de fluorescence (FRET). - * - "'..l 

Selon un mode de realisation avantageux de Tinvention, le criblage 

30 d'antagonistes d"e l'interaction entre les sous-unites cti et p des cahaux calciques haut- 
seuil est r6alise par une methode comprenant au moins les etapes suivantes : 
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a 3> la mise en contact d'une molecule a tester avec une proteine 

chi ™5 ri< 3 ue issue d'un canal calcique sensibTe'oulnsensibleTux proteines G telle que 
definie ci-dessus et avec un peptide comprenant le uomaine AID d'une sous-unite ai 

insensible aux proteines Gy 

bj) la mesure, par tout moyen approprie, de Ia'liaisonTe" ladite 
"prsteine chimerique audit peptideret 

" °3) ^identification des antagonistes de I'interaction entre les sous- 

unit es ai et p correspondant a ceux avec lesquels on observe une liaison de ladite 
proline chimerique audit peptide. ' 

Selon un mode de mise en ceuvre avantageux~dudit procede, ledit 
peptide comprenant le domaine AID est immobilise sur un support solide, et ladite 
pi-oteine-ehim6rique- est-eouple e a un marqu c ur p cnne«afrt4a-4Besure de ladite liaison 
en b 3 ), tel que defini ci-dessus, notamment un fluorophore. 

L'invention a 6galement pour objet une trousse pour la mise en 
15 oeuvre des me&odes telles que defims ci-dessus, caracterisee en ce qu'elle inclut au 
moins l'un des produits suivants : une proteine chimerique, un anticorps, un vecteur 
recombinant, une cellule modifiee ou un mammifere non-humain transgenique, tels 
que definis ci-dessus. 

La proteine chimerique selon l'invention presente les avantages 

20 suivants : 

- elle constitue un biocapteur ubiquitaire des sous-unites Gpy libres 
endogenes, adapt6 a 1'etude en temps reel des voies de signalisation et de regulation 
cellulaires dependantes des recepteurs couples au proteine G, et au criblage syste- 
matique (criblage a haut-debit) de molecules capables de les moduler, potentiellement 
utilisables comme medicament pour le traitement des maladies dans lesquelles on 
observe un dysfonctionnement de ces voies, notamment des pathologies du systeme 
immunitaire (pour revue volir Lombardret~ai, "Crit. Rev. Immunology, 2002, 22,~J'4Tr 
163 ; Onuffer et Horuk, Trends in Pharmacol, 2002, 23, 459-467) et des pathologies 
neuropsychiatriques et cardiovasculaires (Seifert et Wenzel-Seifert, Naumyn- 
30 Schmeideberg's Arch. Pharmacol. , 2002, 366, 381-416). En outre son utilisation est 
simple dans la mesure elle est permet de s'affranchir partiellement des problemes de 
sto_ecWom^rie _j2uisque_SM que deux molecules 
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(Ca v p/Ca v a-Gpy) au lieu de trois partenaires (Ca v a/Ca v p/Gpy) P our les methodes de 

Fart ant erieur . " - — 

™ r elle est adafrtee W^btag^ystematique (criblage a haut-debit) de- 
• molecules-^paffie§=^^ A^h^it^wl^Qtfmtjefe." 
5 lement utilisables comme medicament pour le traitement des maladies dans lesquelles 
Off ebservenun dysfuiictiuiuiement-d^^omeo^tasie-ealeique et des-paiSoIogi^oQa^^ 
modulation de l'entree calcique peut compenser un deficit cellulaire telles que definies 
ci-dessus. ~~ ' 

Outre les dispositions qui precedent, 1 'invention comprend encore 
10 d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui^a^smvfe, qui se reiere a 
des exemples de mise en oeuvre de la proline chim6rique objet de la presente inven- 
tion-ainsi-q u' au dessins anne xes , d ans l es que l s -: 

- la figure 1 illustre le chevauchement, dans la boucle HI de la . 
sous-unite Ca v a 2 .i, des domaines de liaison a la sous-unite p (domaine AID) et au 

15 complexe Gpy> Le domaine AID est reprSsente par une boite noire (positions 383 a 
400). Les sites de liaison pour la sous-unite Gp (GPy) sont represents par des boites 
hachurees ; le site en position centrale (QQ-R-L-GY) qui est essentiel pour la liaison 
de la sous-unite Gp (GPy) est inclus dans le domaine AID. 

- les figures 2 et 3 illustrent le deplacement de ^interaction Ca v a 2 .i- 

20 Ca v p par le complexe GPy des proteines G : 

- la figure 2a illustre la liaison de la sous-unite p 3 (1 a 3 pM) avec 
le domaine AIDi. 2 de la proteine de fusion GST- AID 1.2 (1 jaM), 

- la figure 2b montre que la fusion de la sous-unite p 3 avec la boucle 
I-d de la sous-unit6 a 2A (Chimere Ca Y p 3 - HI 2 .t) empeche sa liaison avec le domaine 

25 AID 1 2 de la proteine de fusion GST-AID u, 

— ^-Ia, figure 2 c montre JmeJa^eletjon_des 18 a cides amines du 

u^uxatne AID 2 .i (Chimere Ca v p3- -Wl2.iAAID).j:estore la liaison de la. sous-unite £3 
avec le domaine AIDi. 2 de la proteine de fusion GST-AID1.2, 

r. la figure 3. montre. que l'addition de complexe Gpy deplace 

~ :\ :-: faction intramoleculaire entre la sous-unite Ca v p et la boucle HI de la sous-unit6 
a 2 .i de la chimere Ca v p 3 - I-II2.1, permettant ainsi a la sous-unite p 3 de se lier avec le 
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domaine AJD1 .2 de la p roteine de fusion GST-AID,. 2 ; la concentration de Gpy, 
capable de deplacer 50 % de la liaison entre la sous-unite Ca v p et domaine AID 2 .i 
(IC 50 ) estde 160nM, * • - 

-Teg figures 4 a 7 iHustrentTanalyse-iaHPR^^ 

5 du canal calcique P/Q induit par le complexe Gpy : ~~~~ 

- la figure 4a "illustre le marquage au Cy3 de la sous-umTTHis-Ca^ 

purifiee. CB : coloration au bleu de Coomassie d'un gel SDS-PAGE illustrant la 
purete de la proteine, FS = enregistrement de la fluorescence d'un gel non colore 
montrant le marquage cova lent de la proteine, 

10 - la figure 4b illustre Peffet de la sous-unite Ca v p3 couplee a un 

fluorochrome (Cy3-Ca v p3) sur la relation courant-voltage de canaux Ca v a 2 .i exprimes 

dans des ovocytes de xenopes, par comparaison avec la sous-unite Ua v ps non marquee 

(injection d'ARNc), 

- la figure 5a illustre Pobservation en microscopie confocale de deux 
15 regions distinctes, d'ovocytes de xenopes contenant Ca Y a 2 .i et Cy3-Ca v p3. T = trans- 
mission, F = fluorescence, 

- la figure 5b illustre le spectre d'emission de la fluorescence de 
GFP-Ca v a 2 . u Cy3-Ca v p 3 et (GFP-Ca v a:u + Cy3-Ca v p 3 ), 

- la figure 6 illustre la -cinetique de diminution du transfert de 
20 fluorescence induit par Pinjection de 100 nM de Gpy. Panneau du haut : variations du 

spectre d'emission de la fluorescence et panneau du bas : variations du rapport des 
insensites de fluorescence (R r ) a 585 nm et 525 nm, 

- la figure 7 illustre les valeurs Rf des ovocytes non-injectees (-), 
injectees avec Gpy (100 nM) ou avec du Gpy inactive par la chaleur (HI- Gpy). 

25 - la figure 8 (a a c) illustre la sequence du plasmide pcDNA3Cavp3- 

-Hfer '(SEQ-IB- NO: 5) - c ontenant la boucle -I-H-de-la-sous-umt^Caya^i de lapin . 

fusionnee a l ! extremite C-terminale de sous-unite Ca v P3 de rat, sous le controle du 
promoteur CMV. 

- la figure 9 (a a c) illustre la sequence du plasmide pCHIC (SEQ ID 
30 NO: 1 0) derive du vecteur pEYFPmemb.(CLONTECH), contenant un insert constitue 

de 5 ! en 3* par la fusion en phase des fragments snivants : la sequence GAP-43, 
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1'ADNc codant pour 1'EGFP (donneur de fluorescence), le domaine GK-like de la 
sous-uriite"C a v 33 de rat, la bou'cle EjOTdc ra^sous-MS~Cavcr 2 r de lapin'et I'ADNc 

codant pour la CFP (accepreW^eTTudrescerice): 

~ — Il-doit--etfe%f£TFeRf^^ 
_ 5 miiq uement a titre d'illustration"de l'objet de l'invention, dont Us ne constituent en 
aucune maniere une* limita tion. — _ - _z 

EXEMPL E 1; CONSTRUCTION D'UNE PROTEINE CHIMERIQUE 
RECOMBINANTE CavJ33-I-II 21 
1). Materiels et methodes 
10 ^amplification PCR et, le clonage de I'ADN recombinant sont 

r6alises par les techniques classiques connues en elles-memes de l'Homme du metier, 
en-suivant-le protoeoles-s tandards tcls que ceux dcorita par -example- dans-Curmnt- 
Protocols in Molecular Biology (Frederick M. A USUBEL.2000, Wiley and son Inc. 
Library of Congress, USA). 

15 . Un plasmide ^expression contenant un ADNc codant une proteine 

chim6rique selon l'invention, constitute par la fusion C-terminale de la sous-unite j33 
de rat avec la boucle intracellulaire I-II de la sous-unite a, de lapin et a ett construit 
de la facon suivante: 

L'ADNc de la sous-unite Ca v p 3 de rat (correspondant aux positions 
20 98 a 1545 de la sequence GENBANK M88755) est amplifiee par PCR a l'aide des 
amorces sens et anti-sens suivantes: 

- ^-"nTGGTACCATGGATGACGACTCCTACGTGCCCGGGTTTGAGGACTCGGAGGCGGGTT-3' (SEQ ID 
NO: 1), et 



21 

-5 , -GCGGMTTCGTAGCTGTCCTTAGGCCAAGGCCGGTTACGCTGCCAGn-3 , ) (SEQ ID NO: 2). 

Le fragment ainsi obtenu a ete"cltrn"e^ntrei^sites-i^;i 7 et EcoR'I 
du plasmide ^expression (pcDNA3, IN VTTROGEN) pour donner le plasmide recom- 

-fcinMirpcBNA3-CavP3. — v --= ■ - ■ "™ — » . - 

5 Le fragment d'ADNc correspondant a laboucle FH deTa sbus^umte 

Ca v a 2 .i "de Tapin (positions 1383~^75in^^^ dont la 

sequence est illustree par la figure 1, a et6 amplifie par PCR a Taide des amorces sens 
et anti-sens suivantes : 

- S'-GGGGMTTCGCCAMGAMCGGAGCGGGrGGAGMC^ (SEQ ID NOT3"TDe~\Vaard eraT7 
1 0 precite et Bichet et al., Neuron, 2001, 25, 177-190), et — ~ — 

- S^TTTGMTTCTTACTGAGTTTTGACCATGCGACGGATGTAGAAACGCATTCT-S 1 (SEQ ID NO: 4). 

pcDNA3-CavP3 pour donner le plasmide recombinant pcDNA3-Ca v p3-I-Il2.i. 

Un plasmide controle contenant un ADNc codant une proteine 
15 chimerique constitute par la fusion C-terminale de la sous-unite £3 de rat avec la 
boucle intracellulaire I-II de la sous-unite Cavct2,i de lapin deletee du domaine AID a 
ete construit de fa9on similaire ; le plasmide recombinant ainsi obtenu est denomme 
P cDNA3-CavP3-MI 2 .iAAID. 
2)R|sultats 

20 Le plasmide recombinant pcDNA3-Ca v f33-I-Il2.i presente la 

sequence SEQ ID NO: 5. La sequence peptidique deduite de la sequence nucleotique 
obtenue par sequen9age automatique de Tinsert clone dans le plasmide pcDNA3- 
Ca v (33-I-II 2 .i presente la sequence attendue pour une prot&ne chimerique selon 
1'invention. De meme la sequence peptidique deduite de la sequence nucleotique 
25 obtenue par sequen9age automatique de Pinsert clone dans le plasmide pcDNA3- 

Ca v (33-I-II? i A A ID correspond a celle atte ndue pour une proteine ch imerique deletee 

du domaine AID. 
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EXEMPLE 2 : MISE EN EVIDENCE IN VITRO DU DEPLACEMENT DE 
L'mTE RAcf lD^Cayaza-CavP " PAR LE COMPLEXE Gpy DES PROTEINES 

::i ^ ^^^ ^^ttTi^^^ ^ - — — . — — ■ -1==^ : — s — — - -.. - ,r : 

5 L'expression de 1'ADN recombinant -et- Tanalyse des proteines 

reromWnarrtes sonl realisesrparles-techniques classiques^onmies-eir^^^ 

THomme du metier, en suivant le protocoles standards tels que ceux decrits par 
exemple dans Current Protocols in Molecular Biology (Frederick M. 
AUSUBEL,2000, Wiley and son Inc, Libraiy of Congress, USA) et dans Current 
10 protocols in Immunology {John E. Coligan, 2000, Wiley and son Inc, Library of ~ 
Congj-ess, USA). 

a^ -Bxpressara-d as proteines chi meriques recombinantes-et-de-l a fu s ion OS T-ATTy, 

Les proteines chimeriques Ca v p3-I-II 2 .i et Ca v p3-I-II 2 .iAAID et la 
sous-unit6 Ca v ^3 sont transcrites et traduites in vitro en presence de [ 35 S]-methionine a 
15 partir des plasmides tels que d6crits a l'exemple 1, k Taide du kit TNT system 
PROMEGA, en suivant les instructions du fabricant. 

La proteine de fusion GST-AID1.2 d6crite dans Pragnell et aL, precite. 
est produite et purifiee comme decrit par les auteurs precedents. La proteine GST 
produite et purifiee dans les m€mes conditions est utilis^e comme controle. 
20 b) Analyse in vitro de la de la regulation de Interaction CavCXTji-Cavp par le complexe 
Gf3y des proteinesG - 

L'analyse in vitro de la regulation de Interaction Ca v a 2 .i-Ca v p par le 
complexe Gj3y des proteines G est realisee en suivant les protocoles tels que decrits 
dans De Waard et al., Nature, 1997, 385, 446-450. De maniere plus precise, la sous- 
25 unite J3 3 et les proteines chim6riques marquees ([ 35 S] Ca v p3, [ 35 S] Ca v p3-I-II 2 .i et [ 35 S] 
C&,p3-I-H? iAAID) sont incubees en I'absence ou en presence de la proteine de fusion 

GST- AID i. 2 ou de l a proteine GST, et eventueljement _en presence de quantity _ 

croissantes de GPy (10 a 900 nM, CALBIOCHEM). " 

.. Le produit cTincubation est s6par6 par electrophor^se en gel de 

30 polyacryl amide (SDS-PAGE) et le gel est autoradiographic. 
2) Resultats 
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Les resultats illustres dans les figures 2 et 3 sont les suivants: 

.. _ - la figure 2a raontre que la sous-unite p 3 (1 a 3 pM)~seTlie avec le 

domaine AID i. 2 de la proteine de fusion GST-AID^ (1 uM), 

1 la 'figure 2b montre queiafusioTTTie4'a-sousitim^tep3 avee laboucle 

5 1-11 la sous-unite a 2 .i (Chimere Ca v p 3 - I-II 2 .i) empeche sa liaison avec le domaine 

AID1.2 de la proteine de fusion GST-AIDi. 2 , — ~ " 

- la figure 2c montre que la deletion des 18 acides amines du 

d omaine AID 2 . t (Chimere Ca v 3 3 - HjkjAAJD) restore la liaison de l a sous-unite ~3~ 3 

avec le domaine AID ( , de la proteine de fusion GST-AIDi. 2 , 
1° - la figure 3 montre que l'addition de complexe GPy deplace 

Interaction intramoleculaire entre la sous-unite Ca v j3 et la boucle I-II de la sous-unite 
cc 2 .i de la chimere Ca v pV I-IIa.i, permettant ainsi a la sous-unite p 3 de se lier avec le 
domaine AID L2 de la prot6ine de fusion GST-AID tJ ; la concentration IC 50 de GPy, 
capable de deplacer 50 % de la liaison entre la sous-unite Ca v p et domaine AID 2 .i, 
15 apres 30 min d'incubation a 30°C, est de 160nM; cette valeur est 2 a 3 fois plus elevee 
que celle relatives a I'affinite de GPy pour la boucle I-II 2 .u pr6cedemment rapportees 
(De Waard et ah, Nature , 1997, 385, 446-450). 

EXEMPLE 3 : MISE EN EVIDENCE EX VIVO DU DEPLACEMENT DE 
L'INTERACTION Ca v a 2 J -Ca v p PAR LE COMPLEXE GPy DES PROTEINES 
20 G. 

1) M ateriels et methodes 

a) . Marquage au Cv3 de la p roteine recombinante His-Ca 1 ,p 1 purifi6g. 
La proteine recombinante His-Ca v p 3 purifi6e (Geib et al., Biochem 

J., 2002, 364, 285-292; Fathallah et al., Eur. J. Neurosci., 2002, 16, 219-228) est 
25 couplee au maleimide de Cy3 monoreactif en suivant les instructions du fabricant 
XAlftershanrftrarmaciaiBiotech). 

b) Injection des ovocyt es de xenope et enreeistrements electrophvsiologiques . 
La preparation, I 'injection des ovocytes de xenopes et Jcs enregistre 
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ments electrophysiologiques sont realises comme decrit dans Geib et al., precite. Les 
effete des" complexes GPy sur la relation cour^ Petat 

" " " d 5 equiliBre"sont analyses 30 min apT&t'fiijectionr 

- t ; .-- y • ^ ^^^^^^^gfert^te^eresGg^ ^^^ ; • 

5 Les ovocyteslso^ 

~ = — : — 

L'emission de fluorescence est enregistree k Paide d'un laser a 
argon avec une excitation a 488 nm et un miroir dichroique (488/543/633). La fluores- 
cence est mesur^e au travers de 14 filtres (10 nm d'epaisseur) pour reconstruire le 
10 spectre d' emission. Pour chaque mesure, deux regions differentes sont analysees afiiir 
d'assurer la reproductibilite de la mesure. Les niveaux de FRET sont estimes par le 

rapport (5 85 / 5 25 )-entre4a fluorescenc e a 585 nm (pic d 'emission de raccept eur. Cy3X 

et la fluorescence a 525 nm (pic d'emission du donneur GFP). 
2) Resultants 

15 - La sous-unite Ca v p 3 couplee au Cy3 (figure 4a) est aussi active que 

la sous-unite Ca v 03 sur la regulation des canaux Ca v a2.i exprimes dans des ovocytes 

de xenope (Figure 4b). 

- L'injection de la proteine Cy3-Ca v p3 ou GFP-Ca v a2.i ou bien de 

1'ADNc codant pour ladite proteine, seul(e) ou en combinaisdn, resulte dans 
20 remission d'un signal de fluorescence eleve au niveau de la membrane plasmique 

(Figure 5 a). 

L/ analyse de remission de fluorescence entre 500 et 640 nm, apres 
excitation a 488 nm (figure 5b) montre que GFP-Ca v cx2.i produit un signal eleve avec 
•ja maximum a 525 nm alors que Cy3-Ca v p3 seul est peu excite et produit un signal 

25 faible avec un maximum a 585 nm. Lorsque les deux proteines sont dans les ovocytes, 

rjgnal emis a 52 5 nm diminue de fa?on drastique alors que celui a 585 nm 

^l^^^e_significativement. Ces changements sont facilement quantifiables par la 
determination du rapport des signaux de fluorescence a 585Tim"et 525 nm (Rf = 0,34 ± 
0,03 pour GFP-Ca v a 2 .i (n=3), R f = 1,9 ± 0,10 pour Cy3-Ca v p 3 (n=3) et R f = 3,9 ± 0,22 

za r^vr GFP-Ca v a 2 .i + Cy3-Ca v p3 (n~7). D'aussi grands changements resultant d'un 
transfert important de fluorescence, demontrent la proximite des fluorochromes GFP- 
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Caya 2 j et Cy3 -CavP3 . 



.L'injection. de_Gp\y dans.Ies ovocytes contenant.a la fois GFP- 
Cava 2 ., et Cy3-Cavp 3 induit une disparition rapide du transfert de fluorescence (figure 
A.PgLcpmpa raison, rejection de~Gpy~est san~s effet dahsles 6ellulis^o~nteninF 



5 uniquement GFP- Cava 2 ., ou Cy3-Cavp 3 . 
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Le rapport final des signaux de fluorescence (0,82 ±~0,06, n=7) est" 

de. l'ordrff- d e celui observe dans les o vocytes untenant imi T i~ nent GFP- Havcc? , ou 

Cj0-Ga*h-aaiqaag^que-t^^ 

(.figure 7)^r-eompaFaisoiM : iBj^tion-deJ3j3.y inactive. par. la chaleur-est_sans_ef&r_ 

10 (R f = 3,74 ± 0,4, n=3). 

Ces resultats d6montrent que Gpy est aussi capable de deplacer ex 

vivo la sous-unite Cav(3 3 de son site de liaison au canal Cava^. 
EXEMPLE 4 : CONSTRUCTION D'UN BIOCAPTEUR POUR MESURER 
L'ACTIVITE DES PROTEINES G PAR LA TECHNIQUE DE FRET 

Une proteine chimerique contenant un fluorophore donneur de 
fluorescence (EGFP) k son extremite NH 2 et un fluorophore accepteur de fluorescence 
(CFP) a son extremite COOH est construite a partir du vecteur pEYFPmemb 
(CLONTECH ). Ce vecteur presente l'avantage de posseder : 

- une sequence GAP-43 qni permet un ancrage de la chimere a la 
membrane plasmique via son extremite NH 2 . L'ancrage a la membrane presente 
l'interet d'une part de maintenir la proteine a la membrane et d'autre part d'augmenter 
3a:probabilite de rencontre entre la proteine chimere et son Iigand Gpy qui est lui- 
meme ancre a la membrane par une liaison de type palmiloylation, et 

- une sequence EYFP en aval de GAP-43. 
° 5 La construction est realisee en dsux etapes : 

4^4tape de-clofl3s&-i 
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Le fragment d'ADN codant pour le domaine GK-like de la sous-unite 
P (Hanlon et a/., FEBS, 1 999, 445, 366-370) fusionne a la boucle l-U de la sous-unite 
a, est amplifie par PGR. a partir du plasmide pcDNA3-Ca v p3-I-II 2 ., (exemple 1) puis il 
) est clone en 3 ' du gene EYFP. 
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De maniere plus precise, ramplification PCR est realisee a l'aide des 



amorces sens et anti-sens suivantes : 



BsiWI PvuT 



Hpa I ~Spe I 



"S 7 - CCCGTTAACCCC^ — : — 
Le produit PCR obtenu est clone entre les sites BsiWI et Hpa I du 



plasmide pEYFPmemb pour donner le plasmide pEYFmemChimB6ta3I-IL 
- 2 itoe etape de clonage : 



10 L f ADNc codant pour l'ECP est amplifie par PCR puis clone dans le 

lasmide precedent, en 3 ! de Tinsert P3-I-H 
: : De mairifere plus piecise, l'ECFP "e st-ampKfi^e-p ar PCR a partir du 

vecteur pECFP (Clontech), a Taide des amorces sens et anti-sens suivantes : 
Spel 

15 - 5'- GGGACTAGTATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTG- 3'(SEQ ID NO: 8) 

Hpa I ' *; 

- 5'- CCCGTTAACTGCCGAGAGTGATCCCGGCGGCGGT-3' (SEQ ID NO: 9) 7 
Le produit PCR obtenu est clone entre les sites Spe I et Hpa I du v f 
plasmide pEYFmemChimBeta3I-II pour donner la plasmide pCHIC correspondant a 
20 la sequence SEQ ID NO: 10. 
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. = REVENDICATIONS _ 

- .1^1 JProteine _ chimerique deriyee d'un canal calciq ue haut seu il, 

caracterisee en ce quelle comprend au moins une sous-unite p ou un fragment de 
celle-crincluiHrau moins le domaine BID, fuslbnn^^ • 
5 avec la boucle I-II d'une sous-unite <Xi ou un fragment de celle-ci incluant au moins le 

domaine AID. ~~ 

2°) Proline chimeriqu e selon la revendication 1 , caracterisee en ce 

gu' elle est cons tit ute par une sous-unite B fusionnee a son extremite NH? ou COOH 

... - avec la boucle I-TT d'une sous^jtftnr t> 

10 3°) Proteine chimerique selon la revendication 1, caracterisee en ce 

quelle est constitute par le domaine GK-like d'une sous-unite p fosionne a son 
extremite NH 2 ou COOH avec la boucle HI d'une sous-unite <x L " 

4°) Proteine selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, 
caracterisee en ce que la sous-unite p ou son fragment et la boucle I-IT ou son 
1 5 fragment sont separes par un peptide espaceur. 

5°) Proteine chimerique selon Tune quelconque des revendications 
1 a 4, caracterisee en ce qu'elle est issue d'un canal calcique haut-seuil sensible aux 
proteines G. 

6°) Proteine chimerique selon la revendication 5, caracterisee en ce 
20 qu'elle comprend la boucle I-II d'une sous-unite ai selectionnee parmi ai A . cc ib et <x 1E 
ou un fragment de celle-ci. 

: 7°) Proteine chimerique selon Tune quelconque des revendications 

1 a 6, caracterisee en ce qu'elle comprend une sous-unite p selectionnee dans le 
groupe constitue par Pi , p 2j p 3 et p 4 ou un fragment de celle-ci. 
25 8°) Proteine chimerique variant issue d'une proteine chimerique 

selon -Pune -queleenqueHJcs-revendiGarions 1 a -7, -caracterisfe-en-ce qulelle presente 
une mutation d'au moins un acide amine dans les sequences de la dite sous-unite p 
et/ou de la boucle I-II d'une sous unite ct|. 

9°) Proteine chimerique variant selon la revendication 8, caracterisee 
30 en ce que ladite mutation modifie l'affinite de la sous-unite p pour le fragment de la 
bouc le I-II de la sous-unite a et/ou reciproquement. 
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10°) Proteine chimerique variant selon la revendication 8 ou la 
"" revendTc'atioir97 caract5ri s6e en ce que lesdites mutations Tont 's^r^btioWeesparmi les 
iriutati o^T^ui variYes~du "domaine AID de la"lJoucle~I-irde "ta*~suus=xinit6~cxr ": -Q383A, 

""^^qg^^ - 

5 ^ 11°) Proline chim&rique selon - l'une -quelconque des" ~~ 

revendicattoi^ 

covalente, a au moins un marqueur appropri6 permettant la detection et/ou la 
purification et/ou l'immobilisation de ladite proteine. * 
12°) Proteine chimerique selon la revendication 11, caracterisee en 

10 ce qu'elle comprend un fluorophore accepteur ou donneur respectivement a son " 
extremity NH 2 et/ou COOH. 

t3^Proteine-chim4ri q ue selo n la revendication 1 2 , c a ra cterisee,en 

ce que le fluorophore accepteur est la proteine fluorescente CFP ou BFP et le 
fluorophore donneur est la proteine fluorescente GFP ou YFP. 

15 14°) Peptide, caracterise en ce qu f il comprend un fragment d'au 'j? 

moins 7 acides amines de la sequence de la proteine chimerique selon Tune * 
quelconque des revendications 1 a 13 situes a la jonction de la sous-unite P et de la f 
boucle I-II de la sous-unit6 ai d'un canal calcique ou de leurs fragments tels que . . • 
definis k la revendication 1 . 

20 15°) Anticorps, caract6ris6s en ce qu'ils sont diriges contre une 

proteine selon l'une quelconque des revendications 1 a 14 ou un peptide selon la 
revendication 14. 

16°) Molecule d'acide nucleique, caracterisee en ce qu'elle est 
selectionnee dans le groupe constitue par les sequences codant pour une proteine 
25 chimerique selon Tune quelconque des revendications 1 a 14 ou un peptide selon la 
revendication 15, et les sequences complementaires des precedentes, sens ou anti-sens. 

17°) Sondes et amorces, caracterisees en ce qu'elles comprennent 
une sequence d'environ 10 a 30 nucleotides correspondant &~celle situ6e a la jonction 
de la sous-unite p et de la boucle I-II de la sous-unite at d ! un canal calcique ou de 
30 leurs fragments tels que definis a la revendication 1 . 

18°) Amorces aptes k amplifier la sous-unite P et/ou la boucle I-II 
de la sous-unite oti d ! un canal calcique ou leurs fragments tels que d6finis a la 
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- ,0O) ^^^^^"^variaBt^loB^Fevendication 8 ou-Ia- 

ravendication 9, caracterisee en eeque lesdttes-mutation^nt seleetionnees parmi les 
mutations suivantes du domaine AID de la boucle I-H deja sous-unite a, : Q383A 



-Q38dAJ38fiDJ386S.T.i«w G3£JLB mYirP^; im ettfKXUL 

11°) Protc ine chjg^gyc selon 1'une, quelconque des revendications 1 a 10, 



/ TV — — ' 4 ^ — .vrwiu.vauujw J a 1U, 

caractcnsee en cc qu'clle es, coupJee, de preference de m anicre covale^/a au moins un nwqueur 
appropncpermet tantla detec tion et/on la purification et/ou 1 W>bili S ation de ladite p rotcine. 

12°) Protcine chimerique s elon la revendica tioirTi; C arac^6e~e7 



_ce_qu>elle comprend u„ fluorophore accepteur qb donneu^ respectivement a son 



10 extremit6 NH 2 et/ou COOH. 

13°) Prot6ine chimerique selon la revendication 12, caracterisee en 
ee-qtte^e-fluorophoreare la piutCinc Hu^ente C bP- m BFP et le fluoro-- 

phore donneur est la proteine fluorescente GFP ou YFP. 

14°) Peptide, caracterisd en ce qu'il comprend un fragment d'au 
15 moins 7 acides amines de la sequence de la proteine chimerique scion 1'une 
quelconque des revendications 1 a 13 situes a la jonction de la sous-unite (3 et de la 
boucle I-n de la sous-unite a, d'un canal calcique ou de leurs fragments tels que defi- 
nis a la revendication 1. 

15°) Anticorps, caracterises en ce qu'iis sont diriges contre une 
20 proteine selon Tune quelconque des revendications 1 a 13 ou un peptide selon la 
revendication 14. 

16") Molecule d'acide nucleique, caracterisee en ce qu'elle est selec- 
tionnee dans le groupe constitue par les sequences codant pour une proteine 
chimerique scion Tune quelconque des revendications 1 a 13 ou un peptide selon la 
25 revendication 14, ct les sequences complements des preccdentes, sens ou anti-sens. 

?7°) .Sondcs^t_amo^ eomprennent-.. 
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unc sequence d'environ 10 a 30 nucleotides corrcspondant a ceile situee a la jonction 
de la sous-unite ,1 ct de la boucle I-1I de la sous-unite a, d'un canal calcique ou de 
leurs fragments tels que dermis a la revendicatioji 1. 

18°) Amorces aptes a amplifier la sous-unite 0 et/ou la boucle I-H 
_dela_sous-unite q, d'un canal calcique ou leurs fragments tels que definis a la rcvendi- 



revendication 1, caracterisees en ce qu'elles sont selectionnees dans le groupe constitue 

par les sequences SEQ IDN O: 1 , 2, 4, 6 , 7, 8 et9. " "" " " ~— 

ly w ) Vecfeur recombinant, caractens"6""en: ce qu'il comprend urrinsert 

s61ectionn6" dans=ftF|j^£^^ 

revendication 16. --- — - - 

" "~"20°) VecteUTTgCDnrtriB^ 19rcai^teris e^cn' ~ : 

ce qu'il s'agit d'un vecteur d'expression eucaryote presentant une sequence 
selectionnee dans le groupe constitue par les sequences SEQID NO: 5 et SEQ ID NO: 
10. 

21°) Cellules modifiees par un vecteur recombinant selon la reven- ~ 
dication 20 ou 21 ou bien une prot6ine chim&ique selon Tune quelconque des 

-revendications- 1 a 1 4 . 

22°) Cellules modifiees selon la revendication 21, caracterisees en 
ce qu'il s'agit de cellules eucaryotes. 

23°) Cellules modifiees selon la revendication 21 ou la revendica- v 

v 

tion 22, caracterisees en ce qu'elles expriment au moins un recepteur capable de se 
lier aux proteines G. 

24°) Mammifere transgenique non-humain, caracterise en ce que ; 
tout ou partie de ses cellules sont transformees par une molecule d'acide nucleique 
selon la revendication 16. 

25°) Utilisation d ! un produit s&ectionne dans le groupe constitue par 
!ss : protdines chim6riques selon Tune quelconque des revendications 1 a 14, les 
molecules decides nucleiques selon la revendication 16 ou vecteurs recombinants 
s^'on la revendication 19 ou la revendication 20, les cellules modifiees selon Tune 
quelconque des revendications 21 k 23 et les mammiferes transgeniques non-humains 
selon la revendication 24, pour l'etude des voies de signalisation et de regulation 
t "1 T d aires dependantes~des recepteurs couples aux protefiiesTL *~ — 

26°-) Utilisation"d*uh pf^ dans le groupe constitu6 par 

les proteines chimeriques selon Tune quelconque des revendications 1 a 14, les mole- 
cules d'acides nucleiques selon la reveadication' 16, les vecteurs recombinants selon la 
■ ^"indication 19 ou la revendication 20, les cellules modifiees selon Tune quelconque 
des revendications 21 a 23 et les mammiferes transgeniques non-humains selon la 



-cati^carac^ d^ e ^ QUpc constj tu6 p ar ^ 

sequences SEQinNDz.l,^.^: 7, S ct 9. 

., _ J^e^urrecombinant, caracterise en ce qu'il comprend un insert 

serecti °™e'dans le groupe" constitue par ies moleculeTa^ac^ 

5 revendication 16. 

20°) Vecteur recombinant selonla rev^c'ationlg^mc^ri^n " 
ce qu'il s'agit d'un vecteur dep ression eucaryo te presentant une seq uence sfetionnee 
^^nsjegrmu^ojisii^ 



^.muje^jnodifiies par un Yecteu X re^bj M ^eJ £ffl _la jevsn.- 
10 dication 19 ou 20, par une molecule d'acide nucleique selon la revendication 16 ou par 
une proteine chimerique selon 1'une queiconque des revendications 1 a 1 3. 

22°) Cellules modifiees selon laTevendication 21, caracteris6es en ce 
qu'il s'agit de cellules eucaryotes. 

23°) Cellules modifiees selon la revendication 21 ou la revendication 
15 22, caracterisees en ce qu'elles expriment au moins un recepteur capable de se lier aux 
proteines G. 

24°) Mammifere transgenique non-humain, caracterise en ce que 
tout ou partie de ses cellules sont transformees par une molecule d'acide nucleique 
selon la revendication 16. 

20 250) Utihsatio " d'un produit selectionne dans le groupe constitue par 

les proteines chimeriques selon 1'une queiconque des revendications 1 a 13 les 
molecules d'acides nucl&ques selon la revendication 16, les vecteurs recombinants 
selon la revendication 19 ou la revendication 20, les cellules modifiees selon 1'une 
queiconque des revendications 21 a 23 et les mammiFeres transgeniques non-humains 

25 selon la revendication 24, pour 1'etude des voies dc signalisation et de regulation 
cclluiaHcs-d^pcndante^s^Feeepteurs couples aux-proteines-e 



26°) Utilisation d'un produit selectionne dans le groupe constitue par 
les proteines chimeriques selon 1'unc queiconque des revendications 1 a 13, les mole- 
cules d'acides nucleiques selon la revendication 16, les vecteurs recombinants selon la 
30 revendication 19 ou la revendication 20, les cellules modifiees selon Tune queiconque 
.__^_^!^^21±^ } ^^^ transgeniques non-humains selon la 



t 
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revendication 24 pour le cribl age d'agonistes et/ou d'antagonistes des voies de signali- 

s ation et de regulation celh ilaires dependantes des recepteurs couples^ux^ot<£mes "G". * " 

TP) Utilisation d'un produit seIecTi^rme"3ansle gfoupe consTitlle par 

~"~ les" pfofgines c^rir6fiqubs *selon- Fune^qireliSSi^ - 

" "5 ' molecules d'acftdds nucleiques selon la revindication^ 16,~les vecteurs recombinants 

selon la revendication 19 ou'ta revendication 20, les cellules modi'fitees~sdxirH J TiiTe - 

quelconque des revendications 2 1 a 23 et les mammiferes transgeniques non-humains 
selon la revendication 24 pour le criblage d'antagonistes de rinteractiori entre les sous- 
unites cci et p des canaux calciques haut-seuiL 
10 28°) Methode d ! etude des voies de signalisation et de regulation 

celhilaires dependantes des recepteurs couples aux proteines G, caracterisee en ce 

: qu'elle comprend au moins les etapeysuiv antes : 

ai) la culture de cellules modifiees exprimant une proteine chimerique 
issue d'un canal calcique sensible aux proteines G et un recepteur couple au proteine G 
15 selon la revendication 23, : 
bi) la transduction d'un signal par Tintermediaire dudit recepteur 
couple aux proteine G, par tout moyen approprie, et 

cj) la determination, par tout moyen approprie, de la proportion de 
ladite proteine chimerique exprimee dans lesdites cellules qui est liee a une sous-unite 
20 Gpy. 

29°) Methode de criblage d'agonistes/d'antagonistes des voies de 
signalisation et de regulation cellulaires dependantes des recepteurs couples aux 
proteines G, caracteris6e en ce qu'elle comprend au moins les etapes suivantes : 

a 2 ) la culture de cellules modifiees exprimant une proteine chimerique 
25 issue d'un canal calcique sensible aux proteines G et un recepteur couple au proteine G 
selon la revendication 23, 

b 2 ) la transduction d'un signal par 1' intermediate dudit recepteur 

couple aux proteine' G, "par tout moyen approprie," • - 

c 2 ) la determination comparative, par tout moyen approprie, de la 
30 proportion de ladite proteine chimerique exprimee dans les cellules qui est li6e a une 
scus-unite Gpy, avant et apres la mise contact desdites cellules en b 2 ) avec une 
molecule & tester, et 
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^-.j^endicaLion 24 pour le criblage^agonistes^ou-dlantagoiiistes-des voies. de-signali- 
■-- -sation-et-de regulation cellulaires dependantes des recepteurs-eouples aux proteines G. 

— _ 27 °) Utilisat ion d'un produit se lectionne dans le groupe constitue par 

les proteines .chimerique s selon Tune q n^rm^ djj ^^lir.ntimO_iJa_kI 



5 



-Lpif.^ 1 ? 8 d > cides ""cleiq ues selon. la revocation 16,_les vecteurs recombinants 
selon la rcvendication 19 ou la revendication 20, les cellules modifiees scion Tune 
quelconquo d es.revendi cafinns 71 * 23 et W mammiferes tr^ ?g cni ques-non^humaios- 



^©»Ja-^vWi e atk>n-2^ 
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-unites-ctri-et p des canaux caJciques-haut-seuiJ 

28°) Methode d'etude des voies de signalisation et de regulation 
cellulaire s dependantes des recepteurs couples aux prolines G, caracteris6e en ce 



qu'elle comprend au moins les etapes suivantes : 

a, ) la culture de cellules modifiees exprimant une proteine 
chimerique issue d'un canal calcique sensible aux proteines G et un recepteur couple 

1 5 au proteine G selon la revendication 23, 

b, ) la transduction d'un signal par l'intermediaire dudit recepteur 
couple aux proteine G, par tout moyen approprie, et 

c, ) la d6termination, par tout moyen approprie, de la proportion de 
ladite proteine chim6rique exprimee dans lesdites cellules qui est liee a une sous-unite 

20 Gpy. 

29°) Methode de cribiage d'agonistes/d'antagonistes des voies de 
signalisation et de regulation cellulaires dependantes des recepteurs couples aux 
proteines G, caracterisee en ce qu'elle comprend au moins les etapes suivantes : 

a 2 ) la culture de cellules modifiees exprimant une proteine 
25 chimeriq ue issue d'un canal calcique sensible aux proteines G et un recepteur couple 
aux proteines G s'don IFreVendl^tioh 23", ~~~ • - 



b>) la transduction d'un signal par l'intermediaire dudit recepteur 
couple aux proteine G, par tout moyen approprie, 

c 2 ) la d6termination comparative, par tout moyen approprie, de la 
30 proportion dc ladite proteine chimdrique exprimee dans les cellules qui est liee a une 



31 

(k) T identifi cation des molecules agonistes/antagonistes des voies de 

si gnalisation et de r egulation cellul aires d'ependantes des"r6cepteurs cou ples aux 

proteines G determination, corresponding a celles capaBles respectivement 

d 7 augmenter et de d^muerTa concent^ 

5 30°) Methode selon la revehdication 28 W la revendi cation 29, 

caracterisee en ce que lesdites cellules moctiliees en aij ou en a2j expnm~erir*urie 
proteine chimerique cou plee, a ses extremites NH 2 et COOH, respectivement a un 
fluorophore donneur et un fluorophore accepteur de fluorescence et ladite 
determination en cQ ou en c 2 ) est effectu6e par la technique de transfert de 
1 0 fluorescence (FRET). 

31°) Methode de criblage d 5 antagonizes de 1'interaction entre les 
sous-unites cci et |J~des canaux^calciqties h aul-seuil, caracterisee en ce -qu^elle - 
comprend au moins les etapes suivantes : 

a 3 ) la mise en contact d'une molecule a tester avec une proteine 
15 chimerique issue d'un canal calcique sensible ou insensible aux proteines G selon Time 
quelconque des revendi cations 1 a 14, et avec un peptide comprenant le domaine AID 
d f une sous-unite cti insensible aux proteines G, 

b 3 ) la mesure, par tout moyen appropri6, de la liaison de ladite 
proteine chimerique audit peptide, et 
20 c 3 ) Identification des antagonistes de Interaction entre les sous- 

unites <xi et J3, correspondant a ceux avec lesquels on observe une liaison de ladite 
prot6ine chimerique audit peptide. 

32°) Methode de criblage selon la revendication 31, caracterisee en ce 
que ledit peptide comprenant le domaine AID est immobilise sur un support solide et 
25 ladite proteine chimerique est une proteine chimerique selon Tune quelconque des 
revendications 11 a 14. 

33°) Trousse pour la mise en ceuvre d'une methode selon i'une 

quelconque des revendications 28 a 32, caracterisee en ce qu'elte comprend au moins 
un produit selectionne dans le groupe constitue par les prot&nes chimeriques selon 
30 Tune quelconque des revendications 1 k 14, les molecules d'acides nucleiques selon la 
revendication 16, les vecteurs recombinants selon la revendication 19 ou la 
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sous-ttmte-GPfr av«at-©t-apre&-k-mise-en-e©ntact desdites ^lluJes-csB-bs) -avee-tine 
molecule a testerret - _ 



. ; <k ) I 'identificatio n des molecules agonistes/antagonistes des voies de 

-.sign alisation ft dp c^gulaticm ceJlulaiiEs d eD^dantes_d^ri ^"ptm,rc 7™,p 7^ mtK 
5 proteines G,-correspondant .a. celle s capables respectivement d-'augmenter et- de 
diminuer la concentration cellulaire en sous-unites G0y libres. 

30°) Methode scion la rovc -Rdieatjen-^8-o u la rovcndioation 29, 
caracterisee-en-^queHesdites-ceM^ 

-prot^me-dnn^u^-eoupleer^e^esfremites- NH 2 et GQeH-respectivement-a-urr- 
o fluoropbore donneur et un fluorophore accepteur de fluorescence et ladite determina- 
. . tion en c,) ou en c 2 ) est effectu6e par la technique de transfert de fluorescence (FRET) 



31°) Methode de criblage d'antagonistes de Interaction entre les 
sous-unites a, et p des canaux calciques haut-seuil, caracterisee en ce qu'elle 
comprend au moins les 6tapes suivantes : 

a 3 ) la mise en contact d'une molecule a tester avec une proteine 
chimerique issue d*un canal calcique sensible ou insensible aux proteines G selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 13, et avec un peptide comprenant le domaine AID 
d'une sous-unit6 cti insensible aux prot6ines G, 

b 3 ) la mesure, par tout moyen approprie, de la liaison de ladite 
proteine chimerique audit peptide, et 

c 3 ) 1'identification des antagonistes de l'interaction entre les sous- 
unites a, et p\ correspondant a ceux avec lesquels on observe une liaison de ladite 
proteine chimerique audit peptide. 

32°) Methode de criblage selon la revendication 31, caracteris6e en 
ce que ledi t peptide comprenant le domaine AID est immobilise sur un support solide 
ct ladite proteine chimerique est une proteine chimerique selon l'une"q7elconquc deli 
revendications 11 a 13. 

33°) Trousse pour la mise en ceuvrc d'une methode selon 1'une 
quelconque des revendications 28 a 32, caracterisee en ce qu'elle comprend au moins 
un produit selectionne dans le groupe conslitue par les proteines chimeriques selon 
- Lung quelconque des irvmlirwrio ns..!^ 



p 
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revendication 20, les cellules modifiees selon l'une quelconque des revendi cations 21 



a 23 et les mammif eres transgeniq ues non-humains selon la revendicatio n 24. 
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r^dieatioa^es-veeteittw-ecombinants selon ta-Feven^eatien-l^u ^revendiea 

— tion 20, les cellules-modifiee^selon Tune quelconque dcs revendicationrfl-a-23-cHes — 
^ ma mmiferes tr ansgeniques non-humains selon la revendication 24. 
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pcDNA3-Ca v p3-rX-H2\l (SEQ ID NO:" 5) 



1 ATGGATGACG actcctacgt gcccgggttt gaggactcgg aggcgggttc 

Li51l^S£.CGACTCC TACACCAGCC G CCCGJCEGT GGACTCAGAC GTTTCCCTGG 

101 AGGAGGACCG GGAGAGTGCC cggcgagaag" tggagagtca ggctcagcag" " 



151 CAGCTGGAAA GAGCCAAGCA CAAAC CTGl'G C U V l Tl ' GC'l ' G TUAUGACC fi a : 
20.1 TGTCAGCTAC TGTGGAGTTC TGGATGAGGA ATGCCCAGTC CAGGGCTCTG 
-2S-l-eftSTCAAeTT CGAGGCCAAA--GAffiH?Se5«3-^ 

301 AATGACTGGT GGATCGGGAG GCTAGTGAAA GAAGGTGGCG ATATTGCCTT 
351 CATCCCCAGC CCCCAACGCC TGGAGAGCAT CCGGCTCAAA CAGGAACAGA 

403 Kw rrA r rAC .j&cCGG GAAr . rrrrrrAacr. ™*r.>vr-*r* T TGG caaccga 

451 CGTTCCCCTC CTCCATCTCT AGC CAAGCAG AAGCAAAAGC AGGCGGAACA 

^oi^GTeee^es^ATGATCTSG-TGeeeTeeAT-^GseeTGTG-GTGeTGsgjGG- 

551 GACCCTCTCT GAAAGGTTAT GAGGTCACAG ACATGATGCA GAAGGCTCTC 
em __ TTeefteTTee . TTAAAefteA e_ GTT q , rA Tf , np B rr-^ T GTCC » TCA crr . arf -. T 

651 CACGGCTGAC CTCTCACTGG CCAAGCGCTC TGTGCTCAAC AATCCTGGCA 
701 AGAGGACCAT CATCGAGCGC TCTTCTGCCC GCTCCAGCAT TGCTGAGGTG 
751 CAGAGTGAGA TTGAGCGCAT ATTCGAGCTG GCCAAATCCC TGCAGCIAGT 
801 GGTGTTGGAT GCTGACACCA TCAACCACCC AGCACAGCTA GCCAAGACCT 



851 CACTGGCCCC CATCATCGTC TTCGTCAAAG '1'GTCCTCGCC AAAG"GTft"C~TG~" 
901 CAGCGACTGA TCCGCTCCAG GGGGAAGTCC CAGATGAAGC ACCTCACTGT 
951 ACAGATGATG GCATATGATA AGCTGGTTCA GTGCCCACCT GAGTCATTTG 
1001 ATGTGATTCT GGATGAGAAC CAGCTGGACG ACGCCTGTGA GCACCTAGCT 
1051 GAATACCTAG AGGTTTACTG GCGCGCTACC CACCACCCAG CACCGGGCCC 
1101 CGGGATGCTG GGTCCGCCCA GTGCCATCCC TGGACTTCAG AACCAGCAGC 
1151 TGCTGGGGGA GCGAGGTGAG GAGCATTCAC CCCTGGAGCG GGACAGTTTG 
1201 ATGCCCTCGG ATGAGGCCAG TGAGAGCTCC CGCCAGGCCT GGACCGGATC 
1251 TTCACAGCGC AGCTCCCGCC ATCTGGAGGA GGACTATGCA GATGCCTACC 
1301 AGGACCTGTA CCAGCCTCAC CGTCAACACA CCTCGGGGCT ACCCAGTGCT 
1351 AACGGGCATG ACCCCCAAGA CCGGCTCCTA GCCCAGGACT CGGAGCATGA 
1401 CCACAATGAC CGGAACTGGC AGCGTAACCG GCCTTGGCCT AAGGACAGCT 
1451 ACGAATTCGC CAAAGAAAGG GAGCGGGTGG AGAACCGGCG CGCATTCCTG 
1501 AAGCTGCGGC GGCAGCAGCA GATTGAACGC GAGCTCAACG GGTACATGGA 
1551 GTGGATCTCA AAAGCAGAAG AGGTGATCCT CGCAGAGGAC GAGACCGACG 
1601 TGGAGCAGAG ACATCCCTTT GATGGAGCTC TGCGGAGAGC CAC TATCAAG 
1651 AAGAGGAA.GA CGGACCTGCT CCACCCAGAG GAGGCGGAGG ATCAGCTGGC 
1701 CGACATCGCC TCCGTGGGGT CTCCCTTTGC CCGAGCCAGC ATTAAAAGTG 
1751 CCAAGCTGGA GAACTCGAGT TTTTTCCACA AAAAAGAGAG GAGAATGCGT 
1801 TTCTACATCC GTCGCATGGT CAAAACTCAG TAAGAATTCT GCAGATATCC 
1851 ATCACACTGG CGGCCGCTCG AGCATGCATC TAGAGGGCCC TATTCTATAG 
1901 TGTCACCTAA ATGCTAGAGC TCGCTGATCA GCCTCGACTG TGCCTTCHAG 
1951 TTGCCAGCCA TCTGTTGTTT GCCCCTCCCC CGTGCCTTCC TTGACCCTGG 
2001 AAGGTGCCAC TCCCACTGTC CTTTCCTAAT AAAATGAGGA AATTGCATCG 
2051 CATTGTCTGA GTAGGTGTCA TTCTATTCTG GGGGGTGGGG TGGGGCAGGA 
2101 CAGCAAGGGG GAGGATTGGG AAGACAATAG CAGGCATGCT GGGGATGCGG 
2151 TGGGCTCTAT GGCTTCTGAG GCGGAAAGAA CCAGCTGGGG CTC TAGGGGG 
— 220i-«ATeGGGAGG CGCCCTGTAG- CGGGGGATTA-AGCGCGGCGG-GTGiEGGIGGT _ 
2251 UACGCGCAGC GTGACCGCTA CAC TTGCCAG CGCCCTAGCG CCCGCTCCTT 
2301 TCGCTTTCTT CCCTTCCTTT CTCGCCACGT TCGCCGGCTT TCCCCGTCAA 
2351 GCTCTAAATC GGGGCATCCC TTTAGGGTTC CGATTTAGTG CTTTACGGCA 
2401 CCTCGACCCC AAAAAACTTG ATTAGGGTGA TGGTTCACGT AGTGGGCCAT 
2451 CGCCCTGATA GACGGTTTTT CGCCCTTTGA CGTTGGAGTC CACGTTCTTT 
2501 AATAGTGGAC TCTTGTTCCA AACTGGAACA ACACTCAACC CTATCTCGGT 
2551 CTATTCTTTT GATTTATAAG GGATTTTGGG GATTTCGGCC TATTGGTTA* 
2601 AAAATGAGCT GATTTAACAA AAATTTAACG CGAATTAATT CTGTGGAATG 
2651 TGTGTCAGTT AGGGTGTGGA AAGTCCCCAG GCTCCCCAGG CAGGCAGAAG 
-^Z?Jk..^^T5"?f^^5?_ jkTGCATCjTCA^ JWFTAGTCAGC AACCAGGTGT GGAAAGTCCC 



Figure 8a 



2751 GAGGG^GG GG—AGGAG0CAGA - ^G-TA?GGAAA— GCAXGCAXCT . CAAT.TAGXCA 
2801 GCAACCATAG " TCCCGCCCCT" AACTeeGCee -ATCeCGCCCC TAACTGGGGC- 
2851 CAGTTCCGCC CATTCTCCGC CCCATGGCTG ACTAATTTTT TTTATTTATG 
2^01 CAGAGGGGGA^ GGe crcCTCllr ^g^^ 

^-QCLi—nnrTTTTTTr; a&aar.r.rAaa CTT'p flcr AAA AAGCTCCCGG GAGCTTGTAx" 
3001 ATCCATXTTC GGATCTGATC "AAGAGACAGG ATGAGGATCG TTTCGCATGA 
_305_1 TTGA ACAAGAr-^gGGAg^T-GGAC~43GAGGT TCrC -CGGCCGCTTG GGTGGAGAGG 
3101 CTATTCGGCT ATGACTGGGC AC^CAG5CS""7:T"CGGCTGCT"~CTGATGCCGC 
3151 CGTGTTCCGG CTGTCAGCGC AGGGGCGCCC GGTTCTTTTT GTCAAGACCG 
3201 AC CTGTCCGG TGCCCTGAAT GAACTGCAGG ACGAGGCAGC GCGGCTATCG 
3"2~5T~ TUc^jx^CCA GG ACUGGOG T TCCTTGCGCA GCTGTGCT 6G— AGGx- rGTCAC 
3301 TGAAGCGGGA AGGGACTGGC TGCTATTGGG CGAAGTGCCG GGGCAGGATC 
3351 TCCTGTCATC TCACCTTGCT CCTGCCGAGA AAGTATCCAT CATGGCTGAT 
3401 GCAAT GCGGC GGCTGCATAC GCTTGAT CCG GCTACCTGCC CAT TCGAC CA 
3451 CCAAGCGAAA CATCGCATCG AGCGAGCACCT~tXCt"CGGATG" GAAGCCGGTC 
3501 TTGTCGATCA GGATGATCTG GACGAAGAGC ATCAGGGGCT CGCGCCAGCC 
3551 GAACTGTTCG CCAGGCTCAA GGCGCGCATG CCCGACGGCG AGGATCTCGT 
3601 CGTGACCCAT GGCGATGCCT GCTTGCCGAA TATCATGGTG GAAAATGGCC 
3651 GCWW%!EG&GG- ^ , r r rr * i ?raAr vavaarrrzar 'rra^ 'r ^ qry; L„^ficril r Z r !!^T 
3701 CAGGACATAG CGTTGGCTAC CCGTGATATT GCTGAAGAGC TTGGCGGCGA 
3751 ATGGGCTGAC CGCTTCCTCG TGCTTTACGG TATCGCCGCT CCCGATTCGC 
3801 AGCGCATCGC CTTCTATCGC CTTCxTGACG AGTTCTTCTG AGCGGGACTC 
3851 TGGGGTTCGA AATGACCGAC CAAGCGACGC CCAACCTGCC ATCAC GAGAT 
3901 TTCGATTCCA CCGCCGCCTT CTATGAAAGG TTGGGCTTCG GAATCGTTTT 
3951 CCGGGACGCC GGCTGGATGA TCCTCCAGCG CGGGGATCTC ATGCTGGAGT 
4001 TCTTCGCCCA CCCCAACTTG TxTATTGCAG CTTATAATGG TTACAAATAA 
4051 AGCAATAGCA TCACAAATTT CACAAATAAA GCATTTTTTT CACTGCATTC 
4101 xAGTTGTGGT TTGxCCAAAC TCATCAATGT ATCTTATCAT GTCTGxATAC 
4151 CGTCGACCTC TAGCTAGAGC TTGGCGTAAT CATGGTCATA GCTGTTTCCT 
4201 GTGTGAAATT GTTATCCGCT CAGAATTCCA CACAACATAC GAGCCGGAAG 
4251 CATAAAGTGT AAAGCCTGGG GTGCCTAATG AGTGAGCTAA CTCACATTAA 
4301 TTGCGTTGCG CTCACTGCCC GCTTTCCAGT CGGGAAACCT GTCGTGCCAG 
4351 CTGCATTAAT GAATCGGCCA ACGCGCGGGG AGAGGCGGTT TGCGTATTGG 
4401 GCGCTCTTCC GCTTCCTCGC TCACxGACTC GCTGCGCTCG GTCGTTCGGC 
4451 TQCGGCGAGC GGTATCAGCT CACTCAAAGG CGGTAATACG GTTATCCACA 
4501 GAATCAGGGG ATAACGCAGG AAAGAACATG TGAGCAAAAG GCCAGCAAAA 
4551 GGCCAGGAAC CGTAAAAAGG CCGCGTTGCT GGCGTTTTTC CATAGGCTCC 
4601 GCCCCCCTGA CGAGCATCAC AAAAATCGAC GCTCAAGTCA GAGGTGGCGA 
4 651 AACCCGACAG GACTATAAAG ATACCAGGCG TTTCCCCCTG GAAGCTCCCT 
4701 CGTGCGCTCT CCTGTTCCGA CCCTGCCGCT TACCGGATAC CTGTCCGCCT 
4751 TTCTCCCTTC GGGAAGCGTG GCGCTTTCTC AATGC TCACG CTGTAGGTAT 
4801 CTCAGTTCGG TGTAGGTCGT TCGCTCCAAG CTGGGCTGTG TGCACGAACC 
4851 CCCCGTTCAG CCCGACCGCT GCGCCTTATC CGGTAACTAT CGTCTTGAGT 
4 901 CCAACCCGGT AAGACACGAC TTAxCGCCAC TGGCAGCAGC CACTGGTAAC 
4951 AGGATTAGCA GAGCGAGGTA TGTAGGCGGT GCTACAGAGT TCTTGAAGTG 
5001 G TGGCCTAAC TACGGCTACA CTAGAAGGAC AGTATTTGGT ATCTGCGCTC 
5051 ~X GCTGAAGCC AGT XACUT" TU~GGKAAAAGAG TTG GTAGCTC "TTGATCCGGC 
5101 AAACAAACCA CCGCTGGTAG CGGTGGTTTT TTTGTTTGCA AGCAGCAGAT 
5151 TACGCGCAGA AAAAAAGGAT CTCAAGAAGA „TCCTTTGATC TTTTCTACGGT * 
5201 GGTCTGACGC TCAGTGGAAC GAAAACTCAC GTTAAGGGAT TTTGGTCATG 
5251 AGATTATCAA AAAGGATCTT CACCTAGATC CTTTTAAATT AAAAATGAAG 
5301 TTTTAAATCA ATCTAAAGTA TATATGAGTA AACTTGGTCT GACAGTTACC 
5351 AATGCTTAAT CAGTGAGGCA CCTATCTCAG CGATCTGTCT ATTTCGTTCA' 
5401 TCCATAGTTG CCTGACTCCC CGTCGTGTAG ATAACTACGA TACGGGAGGG 
5451 CTTACCATCT? GGCCCCAGTG CTGCAATGAT AC CGCGAGAC CCACGCTCAC 
5501 CGGCTCCAGA TTTATCAGCA ATAAACCAGC GAGCCGGAAG GGCCGAGCGC 
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— - — - 1QJX3^ 

"'5551* AG^GTGGTC-CTGCftACTTT -ATCCGCCTCC ATCCAG-TG-TA- -TTAATTGTTG- 
5601 CCGGGAAGCT AGAGTAAGTA GTTCGCCAGT TAATAGTTTG* CGCAACGTTG 
^5 651 TTGCCATTGC TACAGGCATC GTGGTGTCAC GCTCGTCGTT TGGTATGGCT 
570T TCATTCAGCT TICGGTTCCCA- ACGATCAAGG CGAGTTASAfP^A^G^(i^LAa^ 
^^--CTffiTO^ A ATiLAr , rr r ^rp7\ pr^ g-T^r^ r: nrrrT r rcaTf^ ftTTGTCAGAA 

5801 GTAAGTTGGC CGCAGTGTTA. TCACTCATGG TTATGGCAGC ACTGCATAAT 
iT85t TC5CC TTACTG TCATGC CATC CGTAAGATGC TTTTC TGTGA-CTGG IGAGOIA .. 
5901 CTCAACCAAG TCATTCTGAG AATAGTGTAT GCGGCGACCG AGTTG5TCTT" 
. 5951 GCCCGGCG'HC AATACGGGAT AATACCGCGC CACATAGCAG AACTTTAAAA 
6001 GTGCTCATCA TTGGAAAACG TTCTTCGGGG CGAAAACTCT CAAGGATCTT 
6051 ACCGCTGTTG AGATCCAGTT CGATGTA ACC CAC'i'UUTGCA CCCAACTGAT 

61,01 CTTCAGCA TC TTTTACTTTC ACCAGCGTTT CTGGGTGAGC AAAAACAGGA 

6151 AGGCAAAATG CCGCAAAAAA GGGAATAAGG GCGACACGGA AATGTTGAAT 

6201 ACT.CAT ACTC TTCCTTTTT C AATATTATTG AA GCATTTAT CAGGG TTATT 

6251 GTCTCATGAG CGGATACATA TTTGAATGTA TTTAGAAAAA TAAACAAAT A ~"~ 
6301 GGGGTTCCGC GCACATTTCC CCGAAAAGTG CCACCTGACG TCGACGGATC 
6351 GGGAGATCTC CCGATCCCCT ATGGTCGACT CTCAGTACAA TCTGCTCTGA 
6401 TGCCGCATAG TTAAGCCAGT ATQTGCTCCC TGCTTGTGTG TTGGAGGTCG 
6451 CT GAGTAGTG CGCG^P^A^WTAAnrTA-^^ZiA^A *rzrzr"P<v<z*rr 
6501 GACAATTGCA TGAAGAATCT GCTTAGGGTT AGGCGTTTTG CGCTGCTTCG 
6551 CGATGTACGG GCCAGATATA CGCGTTGACA TTGATTATTG ACTAGTTATT 
6601 AATAGTAATC AAT TACGGGG TCAXTAGTTC ATAGCCCATA TATGGAGTTC 
6651 CGCGTTACAT AACTTACGGT AAATGGCCCG CCTGGCTGAC CGCCCAACGA 
6701 CCCCCGCCCA TTGACGTCAA TAATGACGTA TGTTCCCATA GTAACGCCAA 
6751 TAGGGACTTT CCATTGACGT CAATGGGTGG AC TATT1ACG GUAAACTGCC 
6801 CACTTGGCAG TACATCAAGT GTATCATATG CCAAGTACGC CCCCTATTGA 
6851 CGTCAATGAC GGTAAATGGC CCGCCTGGCA TTATGCCCAG TACATGACCT 
6901 TATGGGACTT TCCTACTTGG CAGTACATCT ACGTATTAGT CATCGCTATT 
6951 ACCATGGTGA TGCGGTTTTG GCAGTACATC AATGGGCGTG GATAGC GGTT 
7001 TGACTCACGG GGATTTCCAA GTCTCCACCC CATTGACGTC AATGGGAGTT 
7051 TGTTTTGGCA CCAAAATCAA CGGGACTTTC CAAAATGTCG TAACAACTCC 
7101 GCCCCAT TGA CGCAAATGGG CGGTAGGCGT GTACGGTGGG AGGTCTATAT 
7151 AAGCAGAGCT CTCTGGCTAA CTAGAGAACC CACTGCTTAC TGGCT TATCG 
7201 AAATTAATAC GACTCACTAT AGGGAGACCC AAGCTTGGTA CC 
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pmTC—CSKQ--TD'^OT- TQr) _ 

1 ATGCTGTGCT^GTATGAGAAG" *MCC^.CA(r^TTGS7MGA ATGATGAGGA" 

=^-=^ - -i 51 CC A^y^GAX CLArGGTGAG^ GCTGTTCACC GGGGTGGTGC_ 

1 6 1 ~ CCATCC TGGT " CGAGCT&S?^^ .JCT 

" rqn— T rrrm^ i T, anfzpafzfzrp& wnmrrTiyr ncniW CTP TIA TCCT^AAGTT 

201 CATCTGCACC ACCGGCAAGC TGCCCGTGCC CTGGCCCACC CTCGTGACCA 

— —25-1- CCTTCGGrTO^ CGGCCTGCA^TGCTTCGCGe- GCTACCC CGA CCACATgAAG- 

301 CAGCACGACT TCTTCAAGTC CGCCATGCCC GAAGGCTACG TCCAGGAGCG 
351 CACCATCTTC TTCAAGGACG ACGGCAACTA CAAGACCCGC GCCGAGGTGA 

401 AGTTCGAGGG CGACACCCTG GTGAACCGCA TCGA GCTGAA GGGCATCGAC 

4 51 TTCAAGGAGG ACGGCAACAT CCTGGGGCAC AAGCTGGAG T ^CAALTAlAA 
501 CAGCCACAAC GTCTATATCA TGGCCGACAA GCAGAAGAAC GGCATCAAGG 
551 TGAACTTCAA GATCCGCCAC AACATCGAGG ACGGCAGCGT GCAGCTCGCC 

-601. GACCACTACC AGCAGAACAC CCCCATCGGC GACGGCC CCG TG CTGCTGCC 

651 CGACAACCAC TACCTGAGCT ACCAGTCCGC CCTGAGCAAA* "GACCCCAACG " 
701 AGAAGCGCGA TCACATGGTC CTGCTGGAGT TCGTGACCGC CGCCGGGATC 
751 ACTCTCGGCA TGGACGAGCT GTACGCGATC GCATCTCTAG CCAAGCAGAA 

801 GCAAAAGCAG GCGGAACATG TCCCCCCGTA TGATGTGGTG CCCTCCATGC 

8~5T GGCCTGT GG T G CT G GT bGGA CCCTCTCTGA AAGGTTA TGA-GG-TGACAGAC 
901 ATGATGCAGA AGGCTCTCTT CGACTTCCTT AAACACAGGT TTGATGGCAG 
951 GATCTCCATC ACCCGCGTCA CGGCTGACCT CTCACTGGCC AAGCGCTCTG 
1001 TGCTCAACAA TCCTGGCAAG AGGACCATCA TCGAGCGCTC TTCTGCCCGC 
1051 TCCAGCATTG CTGAGGTGCA GAGTGAGATT GAGCGCATAT TCGAGCTGGC 
1101 CAAATCCCTG CAGCTAGTGG TGTTGGATGC TGACACCATC AACCACCCAG 
1151 CACAGCTAGC CAAGACCTCA CTGGCCCCCA TCATCGTCTT CGTCAAAGTG 
1201 TCCTCGCCAA AGGTACTGCA GCGACTGATC CGCTCCAGGG GGAAGTCCCA 
1251 GATGAAGCAC CTCACTGTAC AGATGATGGC AT AT G ATAAG CTGGTTCAGT 
1301 GCCCACCTGA GTCATTTGAT GTGATTCTGG ATGAGAACCA GCTGGACGAC 
1351 GCCTGTGAGC ACCTAGCTGA ATACCTAGAG GTTTACTGGC GCGCTACCCA 
14 01 CCACCCAGCA CCGGGCCCCG GGATGCTGGG TCCGCCCAGT GCCATCCCTG 
14 51 GACTTCAGAA CCAGCAGCTG CTGGGGGAGC GAGGTGAGGA GCATTCACCC 
1501 CTGGAGCGGG ACAGTTTGAT GCCCTCGGAT GAGGCCAGTG AGAGCTCCCG 
1551 CCAGGCCTGG ACCGGATCTT CACAGCGCAG- CTCCCGCCAT CTGGAGGAGG 
1601 ACTATGCAGA TGCCTACCAG GACCTGTACC AGCCTCACCG TCAACACACC 
1651 TCGGGGCTAC CCAGTGCTAA CGGGCATGAC CCCCAAGACC GGCTCCTAGC 
1701 CCAGGACTCG GAGCATGACC ACAATGACCG GAACTGGCAG CGTAACCGGC 
17 51 CTTGGCCTAA GGACAGCTAC GAATTCGCCA AAGAAAGGGA GCGGGTGGAG 
1801 AACCGGCGCG CATTCCTGAA GCTGCGGCGG CAGCAGCAGA TTGAACGCGA 
1851 GCTCAACGGG TACATGGAGT GGATCTCAAA AGCAGAAGAG GTGATCCTCG 
1901 CAGAGGACGA GACCGACGTG GAGCAGAGAC ATCCCTTTGA TGGAGCTCTG 
1951 CGGAGAGCCA CTATCAAGAA GAGCAAGACG GACCTGCTCC ACCCAGAGGA 
2001 GGCGGAGGAT CAGCTGGCCG ACATCGCCTC CGTGGGGTCT CCCTTTGCCC 
2051 GAGCCAGCAT TAAAAGTGCC AAGCTGGAGA ACTCGAGTTT TTTCCACAAA 
2101 AAAGAGAGGA GAATGCGTTT CTACATCCGT CGCATGGTCA AAACTCAGAC 
2151 TAGTATGGTG AGCAAGGGCG AGGAGCTGTT CACCGGGGTG GTGCCCATCC 

, — 2201 TG GTCGAGCT GGACGGCGAC GTAAACGGCC ACAGG TTCAG CG TGTCCGGC 

2251 GAGGGCGAGG GCGATGCCAC CTACGGCAAG CTGACCCTGA AGTTCATCTG 

— - ■ 2301 CACCACCGGC ..AAGCTGCCCG £GCC€XG££C. CACCCTCGTG ACCACCCTGA 

2351 CCTGGGGCGT GCAGTGCTTC AGCCG6TACG GCGACGACAT GAAGCAGCAC 

2401 GACTTCTTCA AGTCCGCCAT GCCCGAAGGC TACGTCCAGG AGCGCACCAT 
24 51 CTTCTTCAAG GACGACGGCA ACTACAAGAC CCGCGCCGAG GTGAAGTTCG 

2501 AGGGCGACAC CCTGGTGAAC CGCATCGAGC. . TGAAGGGCAT CGACTTCAAG 

2551 GAGGACGGCA ACATCCTGGG GCACAAGCTG GAGTACAACT ATATCAGCCA 
2 601 CAACGTCTAT ATCACCGCCG ACAAGCAGAA GAACGGCATC AAGGCCAACT 
2 651 TCAAGATCCG CCACAACATC GAGGACGGCA GCGTGCAGCT CGCCGACCAC 
2701 TACCAGCAGA ACACCCCCAT CGGCGACGGC CCCGTGCTGC TGCCCGACAA 

Figure 9a 



-1 2/13 



-2751 CCACTACCTG AGCACCCAGT CCGC60TGAG— GAAAGAC-GGG— AAGGAGAA GC 
2801 GCGATCACAT GGTCCTGCTG GAGTTCGTGA CCGCCGCCGG GATCACTCTC 
2851 GGCAGTTAAC TTGTTTATTG CAGCTTATAA TGGTTACAAA TAAAGCAATA 
■ "2 901" 'GCATCACAAA TTTCACAAftT-ftJ^t3ATTO^^ 
^954— €&T-TTG-T<5GA--AAfUCna Tr n n TCT tT rT T » a '"'"^T r' TTT GIAAQCGTTA, 



_ - * ~ — ■ ■ ^ * f i " " * | u inr' f i I l_o 

3001 ATATTTTGTT AAAATTCGCG TTAAATTTTT GTTAAATCAG CTCATTTTTt" 

._ 3.051 AACCAATAGG CCGAAA TGGG- CAAAA-TC-GG-T- -TATAA ATr fl a AAGA A T AGAC 

3101 CGAGATAGGG TTGAGTGTTG TTCCAGTTTG GAACAAGA"GT CCACTATTAA' 

3151 AGAACGTGGA CTCCAACGTC AAAGGGCGAA AAACCGTCTA TCAGGGCGAT 

3201 G GCCCACTAC GTGAA CCATC ACCCTAATCA AGTTTTTTGG GGTCGAGC'G 

3251 CCGTAAAG-CA-CTSS M^ UO A g CCC TOHHEG L-AULLiLLUA ' T TTAGAGCTT- - 

__33fll GACGGGGAAA GCCGGCGRar- GTGGCGAGAA AGGAAGGGAA GAAAGCGAAA 



3351 GGAGCGGGCG CTAGGGCGCT GGCAAGTGTA GCGGTCACGC TGCGCGTAAC" 
3J0.1_CACCACACCC GCCGCGCTT A ATGCGCCGCT ACAGGGC GCG TCAGGTGGCA 
3451 CTTTTCGGGG AAATGTGCGC GGAACCCCTA TTTGTTTATT TTTCTAAATA 
3501 CATTCAAATA TGTATCCGCT CATGAGACAA TAACCCTGAT AAATGCTTCA 
3551 ATAATATTGA AAAAGGAAGA GTCCTGAGGC GGAAAGAACC AGCTGTGGAA 
3601 TGTGTGTCAG TTAGGGTGTG GAAAGTCCCC AGGCTCCCCA GC AGG C AGAA 
3-65i— GTATGGAAAG G-A-TGG A ^CTC AATTAGTCAG CAAC CAG €3?G— TGGAAAGTCC - 
3701 CCAGGCTCCC CAGCAGGCAG AAGTATGCAA AGCATGCATC TCAATTAGTC 
3751 AGCAACCATA GTCCCGCCCC TAACTCCGCC CATCCCGCCC CTAACTCCGC 
3801 CCAGTTCCGC CCATTCTCCG CCCCATGGCT GACTAATTTT TTTTATTTAT 
3851 GCAGAGGCCG AGGCCGCCTC GGCCTCTGAG CTATTCCAGA AGTAGTGAGG 
3901 AGGCTTTTTT GGAGGCCTAG GCTTTTGCAA AGATCGATCA AGAGACAGGA 
3951 TGAGGATCGT TTCGCATGAT TGAACAAGAT GGATTGCACG CAGGTTCTCC 
4001 GGCCGCTTGG GTGGAGAGGC TATTCGGCTA TGACTGGGCA CAACAGACAA 
4051 TCGGCTGCTC TGATGCCGCC GTGTTCCGGC TGTCAGCGCA GGGGCGCCCG 
4101 GTTCTTTTTG TCAAGACCGA CCTGTCCGGT GCCCTGAATG AACTGCAAGA 
4151 CGAGGCAGCG CGGCTATCGT GGCTGGCCAC GACGGGCGTT CCTTGCGCAG 
4201 vCTGTGCTCGA CGTTGTCACT GAAGCGGGAA GGGACTGGCT GCTATTGGGC 
4251 GAAGTGCCGG GGCAGGATCT CCTGTCATCT CACCTTGCTC CTGCCGAGAA 
4 301 AGTATCCATC ATGGCTGATG CAATGCGGCG GCTGCATACG CTTGATCCGG 
4351 CTACCTGCCC ATTCGACCAC CAAGCGAAAC ATCGCATCGA GCGAGCACGT 
4401 ACTCGGATGG AAGCCGGTCT TGTCGATCAG GATGATCTGG ACGAAGAGCA 
4 451 TCAGGGGCTC GCGCCAGCCG AACTGTTCGC CAGGCTCAAG GCGAGCATGC 
4501 CCGACGGCGA GGATCTCGTC GTGACCCATG GCGATGCCTG CTTGCCGAAT 
4551 ATCATGGTGG AAAATGGCCG CTTTTCTGGA TTCATCGACT GTGGCCGGCT 
4 601 GGGTGTGGCG GACCGCTATC AGGACATAGC GTTGGCTACC CGTGATATTG 
4 651 CTGAAGAGCT TGGCGGCGAA TGGGCTGACC GCTTCCTCGT GCTTTACGGT 
4701 ATCGCCGCTC CCGATTCGCA GCGCATCGCC TTCTATCGCC TTCTTGACGA 
4751 GTTCTTCTGA GCGGGACTCT GGGGTTCGAA ATGACCGACC AAGCGACGCC 
4 801 CAACCTGCCA TCACGAGATT TCGATTCCAC CGCCGCCTTC TATGAAAGGT 
4851 TGGGCTTCGG AATCGTTTTC CGGGACGCCG GCTGGATGAT CCTCCAGCGC 
4 901 GGGGATCTCA TGCTGGAGTT CTTCGCCCAC CCTAGGGGGA GGPTAA^TGA 
4951 AACACGGAAG GAGACAATAC CGGAAGGAAC CCGCGCTATG ACGGCAATAA 
5 qgl_ AAAGACAGAA TA AAACGC AC GGTGTTGGGT CGTTTGTTCA TAAACGCGGG 
5051 GTTCGGTCCC AGGGCTGGCA~CfCT GT CGAT ACCCCACC TSTGACCCCATTG " 
5101 GGGCCAATAC GCCCGCGTTT CTTCCTTTTC CCCACCCCAC CCCCCAAGTT 
5151 CGGGTGAAGG CCCAGGGCTC GCAGCCAACG TCGGGGCGGC AGGCCCTGCC 
5201 ATAGCCTCAG GTTACTCATA TATACTTTAG ATTGATTTAA AA.CTTCATTT 
5251 TTAATTTAAA AGGATCTAGG TGAAGATCCT TTTTGATAAT CTCATGA<~'~A 
5301 AAATCCCTTA ACGTGAGTTT TCGTTCCACT GAGCGTCAGA CCCCGTAGAA 
5351 AAGATCAAAG GATCTTCTTG AGATCCTTTT TTTCTGCGCG TAATCTGCTG 
54 01 CTTGCAAACA AAAAAACCAC CGCTACCAGC GGTGGTTTGT TTGCCG^ATr 
54 51 AAGAGCTACC AACTCTTTTT CCGAAGGTAA CTGGCTTCAG CAGAGCGCAG 
5501 ATACCAAATA CTGTCCTTCT AGTGTAGCCG TAGTTAGGCC ACCA.CTTCAA 
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GAACTCTGTA GCACCGCG-TA~CATAGG-'P6GC TCTGCTAATC CTGTTECCAG- 
§601 TGGCTGCTGC CAGTGSe&ftT~AftGTGCTSTC^TACCGGGTr — GGRCTCAAGA 
5651 CGATAGTTAC CGGATAA GGC GC A GCGGTCG GGCTGAACGG GGGGTTCGTG 
EEffiE^CACACAGCCC AG€^^l^A€GfiS€5fF=63^eeS?«€#^^A4ftCCTAe- 
5751 AGCG TGAGCT...,AT GAGA AAGC - GCCfiCdrTTr rrr.^r.r.r.^ ^nr-n r-^r- 
5801 AGGTATCCGG TAAGCGGCAG-GGTCGGAACA GGAGAGCGCA CGAGGGAGCT 
. 5.851.. TCCAGGGGGA AACGCCXGGX— ATC3KE5ASAG— SGGTG-T?GGGG--TTTCGCCACC 
59tn-TCTGACTTGA GCGTCgATT T TTGTGATGCT' CGTCAGGGGG GCG GAGCC~TA 
5951 TGGAAAAACG CCAGCAACGC GGCCTTTTTA CGGTTCCTGG CCTTTTGCTG 
6001 GCCTTTTGCT CACATGTTCT TTCCTGCGTT ATCCCCTGAT TCTGTGGATA 
6051 AC SgT-ATTAe-eG CCATGCAT TAGTTATTAA TAG X AA T lAA TTACGbb GTC 
6101 ATTAGTTCAT AGCCCATATA TGGAGTTCCG CGTTACATAA CTTACGGTAA 
6151 ATGGCCCGCC TGGCTGACCG CCCAACGACC CCCGCCCATT GACGTCAATA 
6201 ATG ACGTATG TTCCC ATAGT A ACGCCAATA GGGACTTTCC ATTGACGTCA 
■6^Sr-ATGGGTGGAG TATTT ACGGT AAACtGCCCA CTTGGCAGTA CATCA AGTGT " 
6301 ATCATATGCC AAGTACGCCC CCTATTGACG TCAATGACGG TAAATGGCCC 
6351 GCCTGGCATT ATGCCCAGTA CATGACCTTA, TGGGACTTTC CTACTTGGCA 
6401 GTACATCTAC GTATTAGTCA TCGCTATTAC CATGGTGATG CGGfTTTGGC 
64 51_A.GIACA.TCAA T.GG.GCGTGGA TAGPGGTTTG ACTCACGGGG-Ag-TgCCAAGT- 
6501 CTCCACCCCA TTGACGTCAA TGGGAGTTTG TTTTGGCACC AAAATCAACG 
6551 GGACTTTCCA AAATGTCGTA ACAACTCCGC CCCATTGACG CAAATGGGCG 
6601 GTAGGCGTGT ACGGTGGGAG GTCTATATAA GCAGAGCTGG TTTAGTGAAC 
6651 CGTCAGATCC GCTAGCGCTA CCGGACTCAG ATCTCGAGCT CAAGCTTCGA 
6701 ATTCTGCAGT CGACGGTACC GCGGGCCCGG GATCCACCGG TCGCCACC 
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67-87-SEQ.ST25 
LISTING 



<110> CEA 

INSERM 



<130> BLO/HLPmlF263/87FR 



<170> Patentln versio n 3.1 

<210> 1 
<211> 58 
<212> DNA 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> amorce pcr 
<400> 1 

tttggtacca tggatgacga ctcctacgtg cccgggtttg aggactcgga ggcgggtt 58 
<210> 2 
<211> 48 
<212> DNA 

<213> sequence artificielle 



<220> 

<223> amorce PCR 
<400> 2 

gcggaattcg tagctgtcct taggccaagg ccggttacgc tgccagtt 48 
<210> 3 
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3fi 
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<212> 


DNA 








: <4i.J>-. 
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^^r^o* 
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<223> 


amorce PCR " 








- ~ > . - 


<WU> 5 

ggggaattcg ccaaagaaag ggagcgggtg 


ydyddC 


36 




<210> 


4 









<211> 


51 








<212> 


DNA 








<213> 


sequence artificielle 








<220> 










<223> 


amorce PCR 








<400> 


4 








tttgaattct tactgagttt tgaccatgcg 


aeggaxgrag aaacgcaTtc t 


51 




<210> 


5 








<211> 


7242 








<212> 


DNA 








<213> 


sequence arti f i ci ell e 








<220> 










<223> 


plasmide pcDNA3cavbeta3-l~ 


112. 1 






<400> 


5 









atggatgacg actcctacgt gcccgggttt gaggactegg aggegggtte agccgactcc 60 

tacaccagcc gcccctctct ggactcagac gtttccctgg aggaggaccg ggagagtgcc 120 

"c^gagaag~tggagagtca ggctcagcag cagctggaaa gagecaagea caaacctgtg 180 

geatttgetg tgaggaccaa^tgtcagct^ tggatgagga atgcccagtc 240 

cagggctctg gagtcaactt egaggecaaa gattttctgc acattaaaga gaagtacagc 300 

aatgactggt ggategggag gctagtgaaa -gaaggtggcg atattgeett catccccagc 360 

ccccaacgcc tggagagcat ccggctcaaa caggaacaga aggecaggag ateegggaac 420 

ccttccagcc tgagtgacat tggcaaccga cgttcccctc ctccatctct agecaagcag 480 
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aagcaaaagc 
-g±gjctgg±gg 
ttcgacttcc 
ctctcactgg 
'tcttctgcccT 



267-87-SEQ. 
aggcggaaca tgtccccccg tatgatgtgg 

ya rrrtcTcr g aaagg£^at,^agg.t:cacag 

t4raaaca^cag-gt«gatggc aggatctcca 

ccaagcgctc tgtgctcaac aatcctggca 

gctccagcat'fgctgagg tg cagagtgaga" 



ST25 

tgccctccat gcggcctgtg 540 
-acaigaigca_gaaggctctc___500L 



gccaaatccc 



gccaagacct 
cagcgactga 



tgcagctagt ggtgttggat gctgacacca 
cactggcccc catcatcgtc ttcgtcaaag" 



tcacccgcgt- cacg^etgaG 660- 

agaggaccat catcgagcgc 720 
ttgagcgcat" atfcgagctg 780 



tcaaccaccc agcacagcta 
tgtcctcgcc aaaggtactg " 



tccgctccag ggggaagtcc cagatgaagc acctcactgt acagatgatg 



gcatatgata agctggttca gtgcccacct gagtcatttg atgtgattct ggatgagaac 



840 
^00 
960 



1020 



cagctggacg acgcctgtga gcacctagct gaatacctag aggtttactg gcgcgctacc 



caccacccag caccgggccc cgggatgctg ggtccgccca 
aaccagcagc tgctggggga gcgaggtgag gagcattcac 
atqccctcqq ataaqqc xaq tqaaaq ct-cr cgccaggcct 



1080 



agctcccgcc 
cgtcaacaca 
gcccaggact 
aaggacagct 
aagctgcggc 
aaagcagaag 
gatggagctc 
gaggcggagg 
attaaaagtg 
ttctacatcc 
cggccgctcg 
tcgctgatca 
cgtgccttcc 
aattgcatcg 
cagcaagggg 
ggcttctgag* 
cggcgcatta 
cgccctagcg 
tccccgtcaa 
cctcgacccc 
gacggttttt 



atctggagga ggactatgca gatgcctacc 
cctcggggct acccagtgct aacgggcatg 
cggagcatga ccacaatgac cggaactggc 
acgaattcgc caaagaaagg gagcgggtgg 
ggcagcagca gattgaacgc gagctcaacg 
aggtgatcct cgcagaggac gagaccgacg 
tgcggagagc cactatcaag aagagcaaga 
atcagctggc cgacatcgcc tccgtggggt 
ccaagctgga gaactcgagt tttttccaca 
gtcgcatggt caaaactcag taagaattct 
agcatgcatc tagagggccc tattctatag 
gcctcgactg tgccttctag ttgccagcca 
ttgaccctgg aaggtgccac tcccactgtc 
cattgtctga gtaggtgtca ttctattctg 
gaggattggg aagacaatag caggcatgct 



gcggaaagaa ccagctgggg' "ctctaggggg" 
agcgcggcgg gtgtggtggt tacgcgcagc 
cccgctcctt tcgctttctt cccttccttt 
gctctaaatc ggggcatccc tttagggttc 
aaaaaacttg attagggtga tggttcacgt 
cgccctttga cgttggagtc cacgttcttt 



gtgccatccc tggacttcag 1140* 

ccctggagcg ggacagtttg 1200 

qgaccaa atc ttcacaqcoc l?fi O 

aggacctgta ccagcctcac 1320 

acccccaaga ccggctccta 1380 

agcgtaaccg gccttggcct 1440 

agaaccggcg cgcattcctg 1500 

ggtacatgga gtggatctca 1560 

tggagcagag acatcccttt 1620 

cggacctgct ccacccagag 1680 

ctccctttgc ccgagccagc 1740 

aaaaagagag gagaatgcgt 1800 

gcagatatcc atcacactgg i860 

tgtcacctaa atgctagagc 1920 

tctgttgttt gcccctcccc 1980 

ctttcctaat aaaatgagga 2040 

gggggtgggg tggggcagga 2100 

ggggatgcgg tgggctctat 2160 



tatccccacg cgccctgtag 2220 

gtgaccgcta cacttgccag 2280 

ctcgccacgt tcgccggctt 2340 

cgatttagtg ctttacggca 2400 

agtgggccat cgccctgata 2460 

aatagtggac tcttgttcca 2520 
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9. 



aactggaaca acactcaacc ctatctcggt 2 <£ttctttt Stttataag ggattttggg 2580 
~ 5 a l t 55 qq r( ' rar ^gg££aa-^aataa gct gaT tT naraaj aatttaaca xgaatt aatt ZjSAQ 



rt gtgg a a t g .^gtgtcagtt: agggtg^ga.aagj ^cxca^r^ ^j T wngr1no " 
jatgcaaagc atgcatctca attagtcagc "aaccaggtgt ggaaagtccc caggctcccc 



ag^gcaga^ai^a^^aT^ct-'raattagtca g^^^-rcccgcc ccr 
ifl tC .f g . C . CC atccc 9 cccc taactccgcc cagttccgcc" cattctccgc cccatggctg 



-2Z0O— 
2760~ 
T82tP~ 



2880 
"Z94TT 



maattTO ^^ -tattccagaa " : 

gtagtgagga ggcttttttg gaggcctagg cttttgcaaa aagctcccgg gagc ttgtat 3000 
atccattttc ggatctgatc aagagacagg atgaggatcg tttcgcatga ttgaacaaga" 3060 
tggattgcac gcaggttctc cggccgcttg ggtggagagg ctattcggct atgactgggc 3120 



acaacagaca atcggctgct "ctgatgccgc cgtgttccgg ctgtcagcgc aggggEgccc" 
ggttcttttt gtcaagaccg acctgtccgg tgccctgaat gaactgcagg acgaggcagc 
gcggctatcg tgg ctggcca_cgac gggcgt tcct tgcgca gctgtgctcg acgttgtcac, 
tgaagcggga agggactggc tgctattggg cgaagtgccg gggcaggatc tcctgtcatc 
tcaccttgct cctgccgaga aagtatccat catggctgat gcaatgcggc ggctgcatac 
gcttgatccg gctacctgcc cattcgacca ccaagcgaaa catcgcatcg agcgagcacg 
tactcggatg gaagccggtc ttgtcgatca ggatgatctg gacgaagagc atcaggggct 
cgcgccagcc gaactgttcg ccaggctcaa ggcgcgcatg cccgacggcg aggatctcgt 
cgtgacccat ggcgatgcct gcttgccgaa tatcatggtg gaaaatggcc gcttttctgg 
attcatcgac tgtggccggc tgggtgtggc ggaccgctat caggacatag cgttggctac 
ccgtgatatt gctgaagagc ttggcggcga atgggctgac cgcttcctcg tgctttacgg 
tatcgccgct cccgattcgc agcgcatcgc cttctatcgc cttcttgacg agttcttctg 
agcgggactc tggggttcga aatgaccgac caagcgacgc ccaacctgcc atcacgagat 
ttcgattcca ccgccgcctt ctatgaaagg ttgggcttcg gaatcgtttt ccgggacgcc 
ggctggatga tcctccagcg cggggatctc atgctggagt tcttcgccca ccccaacttg 
tt.ac-ycag cttataatgg ttacaaataa agcaatagca tcacaaattt cacaaataaa 
gcattttttt cactgcattc tagttgtggt ttgtccaaac tcatcaatgt atcttatcat 
gtctgtatac cgtcgacctc tagctagagc ttggcgtaat catggtcata gctgtttcct 



3180 
3240 
3300 



3360 
3420 
3480 
3540 
3600 
3660 
3720 
3780 
3840 
3900 
3960 
4020 
4080 
4140 

_.. 4200 

gt^tgaaatT gttatccgct cacaattcca cacaacatac gagccggaag cata!iaitgT~ ! ~4260~ 
aaagcctggg gtgcctaatg agtgagctaa ctcacattTa^ttgcgttgdg . ctcactgccc 4320 
gctttccagt cgggaaacct gtcgtgccag ctgcattaat gaatcggcca acgcgcgggg 4380 
agaggcggtt tgcgtattgg gcgctcttcc gcttcctcgctcactgactc gctgcgctcg 4440 
gt~3t~assr tgcggcgagc ggtatcagct cactcaaagg cggtaatacg gttatccaca 4500 
ga^cagggg ataacgcagg aaagaacatg tgagcaaaag gccagcaaaa ggccaggaac 4560 
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cgtaaaaagg 
-aaaaatrgac. 



-tJttccccctg. 
ctgtccgcct 
etc a g ft egg 
cccgaccgct 
ttaf cgccac 
gctacagagt 



ccgcgttgct 
gctcaagtca 
gaagctccct 
ttctcccttc 
tgtaggtcgt 
gcgccttatc 
tggcagcagc 
tcttgaagtg 



267-87-SEQ.ST25 
ggcgtttttc cataggctcc gcccccctga cgagcatcac 

-gaggtg g r ga aar rcg.acag_gaetataaag^ataccaggcg 

cgtgegctct-cctgttxcga- ccctgecgct-taccggatac 

gggaagcgtg gcgctttctc aatgctcacg ctgtaggtat 

tcgctccaag ctggspafgtg" tgcacg^acc ' ccccgttcag 

eggtaactat cgtcttgagt ccaacccggt aagacacgac 

cactgytciac aggattagca gagegaggta tgtaggcggt 

gtggcctaac tacggctaca ctagaaggac agtatttggt 



4620 
.4680 
4740 
4800 
4860 



4920 
" 4980 
5040 



atctgcgctc tgetgaagee agttaccttc ggaaaaagag ttggtagctc ttgatccg^ 510o" 



aaacaaacca 



aaaaaaggat 
gaaaactcac 
cttttaaatt 



gacagttacc 
tccatagttg 
ggccccagtg 
ataaaccagc 
atccagtcta 
cgcaacgttg 
tcattcagct 
aaagcggtta 
tcactcatgg 
ttttctgtga 
agttgctctt 
gtgetcatea 
agatccagtt 
accagcgttt 
gcgacacgga 



cagggttatt 

ggggttccgc 

ccgatcccct 
atctgctccc 
caacaaggca 
cgctgcttcg 



ccgctggtag 
ctcaagaaga 
gttaagggat 
aaaaatgaaq 
aatgcttaat 
cctgactccc 
ctgeaatgat 
cagceggaag 
ttaattgttg 
ttgccattgc 
ccggttccca 
gctccttcgg 
ttatggcagc 
ctggtgagta 
gcccggcgtc 
ttggaaaacg 
cgatgtaacc 
ctgggtgagc 
aatgttgaat 
gtctcatgag 
gcacatttcc 
atggtcgact 
tgcttgtgtg 
aggcttgacc 
egatgtaegg 



cggtggtttt tttgtttgca agcagc"agat tacgcgcaiT 
tcctttgatc ttttctaegg ggtctgaege tcagtggaac 
tttggtcatg agattatcaa aaaggatctt cacctagatc 
ttttaaatca atctaaa qta tatatq aqta ^rrrg^rr 
cagtgaggca cctatctcag cgatctgtct atttegttea 
cgtcgtgtag ataactacga tacgggaggg cttaccatct 
accgcgagac ccacgctcac cggctccaga tttatcagca 
ggccgagcgc agaagtggtc ctgcaacttt atccgcctcc 
cegggaaget agagtaagta gttcgccagt taatagtttg 
tacaggcatc gtggtgtcac getegtegtt tggtatggct 
acgatcaagg cgagttacat gatcccccat gttgtgcaaa 
tcctccgatc gttgtcagaa gtaagttggc cgcagtgtta 
actgeataat tctcttactg tcatgccatc cgtaagatgc 
ctcaaccaag tcattctgag aatagtgtat gcggcgaccg 
aataegggat aataccgcgc cacatagcag aactttaaaa 
ttcttcgggg cgaaaactct caaggatctt accgctgttg 
cactcgtgca cccaactgat cttcagcatc ttttactttc 
aaaaacagga aggcaaaatg ccgcaaaaaa gggaataagg 
actcatactc ttcctttttc aatattattg aagcatttat 



5160 
"5220 
5280 
5340 



c ggatacata 1-rtgaatgta tttagaaaaa taaacaaata 
ccgaaaagtg ccacctgacg tegaeggate gggagatctc 
ctcagtacaa tetgetctga tgeegcatag ttaagccagt 
ttggaggtcg ctgagtagtg cgcgagcaaa atttaagcta 
gaeaattgea tgaagaatct gcttagggtt aggcgttttg 
gecagatata cgcgttgaca ttgattattg actagttatt 



5400 
5460 
5520 
5580 
5640 
5700 
5760 
5820 
5880 
5940 
6000 
6060 
6120 
6180 
6240 
'630CT' 
6360 
6420 
6480 
6540 
6600 
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aatagtaatc aattacgggg tcattagttc atagcccltltatggagttc cgcgttacat 
--J^atg^a^tc^g^gaacgrcaa. tagggacttt. ccaaigacglxaaigggtgg; 



6660 



-62SO- 



actatttacg'gt aaactgcc ca'cttg gcag tacatcaagt gtat^tatg - ccaagt"aTg"c 6840 

^aa*ggc-ccgc~ctggc^ l^uW 



tatg^g^tjccta^tg^gtacatct aegtattagt categctatt accatggtga 6960 

gtctccaccc cattgaegtc aatgggagtt tgttt tggca ccaaaatcaa egggacttte 7080 
caaaatgtcg taacaactcc gccccattga cgc^aTii g eggtaggegt gtacggtggg 7140 



aggtctatat aagcagagct ctctggctaa ctagagaacc cactgcttac tggcttatcg 7200 
aaamaatac yaclcactat agggagaccc aagcttggtiT c£ : ■ jj^ 

<210> 6 

-<2H> — 39— — ... 



<212> DNA 

<213> sequence artificielle 

<220> T . 

<223> amorce pcr 

<400> 6 „x 
agccgtacgc gategcatet ctagccaagc agaagcaaa 39 

<210> 7 

<211> 42 

<212> DNA 

<213> sequence artificielle 



<220> 

<223> amorce PCR 
'<40®> — 7 ■ . — 

-ccfftx^cc ccactag"t£t3agttttgac catgegaegg 

<210> 8 

<211> 33 " 
*.2lJ> 3*a 

<213> sequence artificielle 
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267-87-SEQ.ST25 



<220> ' ■ 

<223> amorce PCR 
<400> 8 , ~. - 



a^ ta tggtgagcaa gggegaggag-e&g — 33 



~<2TO>~' 9" 
<211> 34 



<212> DNA 



<213> sequence artificielle 



<220> 

<223> amorce PCR 



<400> 9 

cccgttaact gccgagagtg atcccggcgg cggt 34 

<210> 10 

<211> 6748 

<212> DNA 

<213> sequence artificielle 



<220> 

<223> plasmide pCHlC (derive du vecteur pEYFPmemb) 
<400> 10 

atgctgtgct gtatgagaag aaccaaacag gttgaaaaga atgatgagga ccaaaagatc 60 

atggtgagca agggcgagga gctgttcacc ggggtggtgc ccatcctggt cgagctggac 120 

ggcgacgtaa acggccacaa gttcagcgtg tccggcgagg gcgagggcga tgccacctac 180 

ggcaagctga ccctgaagtt catctgcacc accggcaagc tgcccgtgcc ctggcccacc 240 

ctcgtgacc a ccttcqqcta cggcctgcas tqct tcqccc qctaccccq a ccacatoaa q 3.00 

cagcacgact tcttcaagtc cgccatgccc gaaggctacg tccaggagcg caccatcttc 360 

ttcaaggacg acggcaacta caagacccgc gccgaggtga agttcgaggg cgacaccctg 420 

gtgaaccgca tcgagctgaa gggcatcgac ttcaaggagg acggcaacat cctggggcac 480 

aagctggagt acaactacaa cagccacaac gtctatatca tggccgacaa gcagaagaac 540 

ggcatcaagg tgaacttcaa gatccgccac aacatcgagg acggcagcgt gcagctcgcc 600 

.aaxxactace^agcagaa^^jccc^ 660 
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m 



tacctgagct 



267-87-SEQ.ST25 
accagtccgc cctgagcaaa gaccccaacg agaagcgcga 



tcacatggtc 720 



etgctggagt tcgtgaccgc egeeggga^etctcggca- ^g aegagct gtacgcqatc 



-gcatjctctag. 
>-ccct_ccat gc 
at ga - tgea ga- 



- -780~ 



-a-cccgcgtca 



aggaccatca 



ccaagcagaa.gcaaaa^cag. gcggaacatg -tccccGcg^a" 
ggcctgt^ ggt^^ 

-agge&e r c t t cgactt c c l t aaacaqaggt r tt tfatgg c ag- 
cggctga cct^ctcactggcc. aagcggfec^fegc^saaca a 
tcgagcgctc ttctgcccgc tccagcattg ctgaggtgca 

-tcgagctgg c CaaatCCCta r*nrtan1-gg 1-q rt-gg^tgr 



tgatgtggtg. 
jggtc^agac^ 



— 840- 



-ga-irctcea^e- 
tcc tggcaa£_ 



....-060 



--3=02-0- 



ctcactgtac 
gtgattctgg 
' gtttactggc 
gccatccctg 
ctggagcggg 
accggatctt 
gacctgtacc 
ccccaagacc 
cgtaaccggc 
aaccggcgcg 
tacatggagt 
gagcagagac 
gacctgctcc 
ccctttgccc 
aaagagagga 
agcaagggcg 
gtaaacggcc 
ctgaccc tqa 



aaccacccag cacagctagc caagacctca ctggccccca tcatcgtctt 
^££^ccaa.ag a tact gra coctccaggq gq aaatrrr, 

agatgatggc atatgataag ctggttcagt gcccacctga 
atgagaacca gctggacgac gcctgtgagc acctagctga 
gcgctaccca ccacccagca Lcyyyccccg ggatgctggg 
gacttcagaa ccagcagctg ctgggggagc gaggtgagga 
acagtttgat gccctcggat gaggccagtg agagctcccg 
cacagcgcag ctcccgccat ctggaggagg actatgcaga 
agcctcaccg tcaacacacc tcggggctac ccagtgctaa 
ggctcctagc ccaggactcg gagcatgacc acaatgaccg 
cttggcctaa ggacagctac gaattcgcca aagaaaggga 
cattcctgaa gctgcggcgg cagcagcaga ttgaacgcga 
ggatctcaaa agcagaagag gtgatcctcg cagaggacga 
atccctttga tggagctctg cggagagcca ctatcaagaa 
acccagagga ggcggaggat cagctggccg acatcgcctc 
gagccagcat taaaagtgcc aagctggaga actcgagttt 
gaatgcgttt ctacatccgt cgcatggtca aaactcagac 
aggagctgtt caccggggtg gtgcccatcc tggtcgagct 
acaggttcag cgtgtccggc gagggcgagg gcgatgccac 
agttcatctg caccaccgg c aagctgcccg tqccctaacc 
cctggggcgt gcagtgctt^ agccgctacc ccgaccacat 



gagtgagatt 

tgararrat r 



1080 
nan 



cgtcaaagtg 
.gatga aqcac 



1200 
1260 



_accaccctga 
gacttcttca 
gacgacggca 
cgcatcgagc 
gagtacaact 
aaggccaact 



gtcatttgat 
atacctagag 
Tccgcccagt 
gcattcaccc 
ccaggcctgg 
tgcctaccag 
cgggcatgac 
gaactggcag 
gcgggtggag 
gctcaacggg 
gaccgacgtg 
gagcaagacg 
cgtggggtct 
tttccacaaa 
tagtatggtg 
ggacggcgac 
ctacggcaag 
caccctcgta_ 



1320 
1380 
1440 



1500 

1560 

1620 

1680 

1740 

1800 

1860 

1920 

1980 

2040 

2100 

2160 

2220 

2280 

2340 



agtccgccat~gcccgaaggc tacgtccagg^cgcaccat 

actacaagac ccgcgccgag gtgaagttcg agggcgacac 

tgaagggcat cgacttcaag gaggacggcIT^atcctggg 

atatcagcca caacgtctat atcaccgccg acaagcagaa 

tcaagatccg ccacaacatc gaggacggca gcgtgcagct 
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gaagcagcac 
cttcttcaag 
cctggtgaac 
gcacaagctg 
gaacggcatc 
cgccgaccac 



. 2 ^°- 
2460 

2520 

2580 

2640 

2700 




267-87-SEQ.ST25 

taccagcaga acacccccat cggcgacggc cccgtgctgc tgcccgacaa ccactacctg 2760 

agcacccagt ccgccctgag caaagacccc aaggagaagc gcgatcacat ggtcctgctg 2820 ~ — 

gagttcgtga ccgccgccgg gatcactctc ggcagttaac~ttgtttattg cagcttataa" ~288o" "~ '-- •• ~~ 

_ tggttacaaa taaagggata gcatc acaaa , ttt c acaaat aaagcatttt ttt caetgca. .-. 2340 ■ 

-ttctagt-tg- t ggtttgtcca aactcat c aa tgtatctt ^-ggegt-aaa^t-ereaageg^ta — 

atattttgtt a aaattegcg tt-aa attttt g-ttaaatcag ct catttttt aaccaat-ag g- --3Q60 

ccgaaatcgg caaaatccct tataaatcaa aagaatagac cgagataggg ttgagtgttg 3120 

1 tec agttt g gaaraagagr rcactattaa anaa rni-nna rtrr a a rgtr aaa g 0 J r- gaa ^tbq 

aaarrgtrra trag gg^^a3^gi^cacta£_gj:qaaccatc accctaatra an^ ttttaa 37 40 

ggtcgaggtg ccgtaaaqca ctaaatcacta accctaaagg .gagcccccg a tttagagctt 3300 

gaeggggaaa gccggcgaac gtggcgagaa aggaagggaa gaaagcgaaa ggagcgggcg 3360 

etagggeget ggcaagtgta gcggtcacgc tgegegtaac caccacaccc gccgcgctta 3420 

atgcgccgcc acagggegeg xcaggTggca cttttcgggg"aaatgtgcg c ggaaccccta 3350 

tttgtttatt tttctaaata cattcaaata tgtatccget catgagacaa taaccctgat 3540 

aaatgettea ataatattga aaaaggaaga gtcctgaggc ggaaagaacc agctgtggaa 3600 

tgtgtgtcag ttagggtgtg gaaagtcccc aggctcccca gcaggcagaa gtatgcaaag 3660 

catgcatctc aattagtcag caaccaggtg tggaaagtcc ccaggctccc cagcaggcag 3720 

aagtatgcaa ageatgeate tcaattagtc agcaaccata gtcccgcccc taactccgcc 3780 

catcccgccc ctaactccgc ccagttccgc ccattctccg ccccatggct gactaatttt 3840 

ttttatttat geagaggecg aggccgcctc ggectctgag ctattccaga agtagtgagg 3900 

aggctttttt ggaggectag gettttgeaa agatcgatca agagacagga tgaggatcgt 3960 

ttegcatgat tgaacaagat ggattgcacg caggttctcc ggccgcttgg gtggagaggc 4020 

tatteggcta tgactgggca caacagacaa tcggctgctc tgatgccgcc gtgttccggc 4080 

tgtcagegea ggggcgcccg gttctttttg tcaagaccga cctgtccggt gecctgaatg 4140 

aactgeaaga egaggcageg eggctategt ggctggccac gaegggegtt ccttgcgcag 4200 

ctgtgctcga cgttgtcact gaagcgggaa gggactggct gctattgggc gaagtgccgg 4260 

ggcaggatct cctgtcatct caccttgctc ctgccgagaa agtatccatc atggctgatg 4320 

caatgeggeg. getgeatacg et tgatcegg ctaccto cr.c attcgaccac caag coaaac __4_380_ 

ategcatega gcgagcacgt acteggatgg aagceggtet tgtcgatcag gatgatctgg 4440 

acgaagagca tcaggggctc gcgccagccg aactgttcgc caggctcaag gcgagcatgc 4500 

ccgacggcga ggatctcgtc gtgacccatg gcgatgcctg ettgecgaat atcatggtgg 4560 

aaaatggccg cttttctgga ttcatcgact gtggccggct gggtgtggcg gaccgctatc 4620 

aggacatagc gttggctacc cgtgatattg ctgaagagct tggcggcgaa tgggctgacc 4680 

^^ tc ^9 cttJ ^9^*3^ . 4740 
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ttcttgacga gttcttctga gcgggactct ggggttcgaa atgaccgacc aagcgacgcc 4800 



- - c-aaeetge<:«~tcacgagatt tcgattccae cgecgccttc tatgaaaggt-tgggxrtixgg • ■■4*60 

a^rrgrTTrc rgggacgccg gctggatgat-cctccagcgc ggggatctca-t-gefeggag-tt ~~.~4920~ 

^^£t£9ac ccac -ccta ggggga g gctaactga -aagacggaag gasajjaa£_a«gqaaggaac. ^ 9 - 8 - 0 - 



c . c .g. c g. c ?.?! : g. acggcaato a-aaagaga-g aa taaagcgcac ggtgt - t gg g-t: cgt LLyLiea— 5046- 



-taaacgcggg-gt-tcg g-tccc agggctggc a c^tg^egat ac-€e€aeGga-gaeeGeattq _ 5100 

gggccaatac gcccgcgttt cttccttttc cccaccccac cccccaagtt cgggtgaagg 5160 

cccagggctC qcaqccaacn Tr .aqaaca ac aqqrrrfgrr atagrrt r ag y+T^rr^^ 5220 

tatactttag attgatttaa aacttcattt ttaatttaaa aggatctagg tgaagatcct 



5280 

ttttgataat ctcatgacca aaatccct ta acqtqaqttt tcqttccact aaacatrana 5340. 

ccccgtagaa aagatcaaag gatcttcttg agatcctttt tttctgcgcg taatctgctg 5400 
cttgcaaaca aaaaaaccac cgctaccagc ggtggtttgt ttgccggatc aagagctacc 5460 

d<ii-i:uLT.xtx ccgaa-ggWa-ctggctt-cag cagagc gcag ataccaaata ctgtccttct "T520" 
agtgtagccg tagttaggcc accacttcaa gaactctgta gcaccgccta catacctcgc 5580 
tctgctaatc ctgttaccag tggctgctgc cagtggcgat aagtcgtgtc ttaccgggtt 5640 
ggactcaaga cgatagttac cggataaggc gcagcggtcg ggctgaacgg ggggttcgtg 5£00 
cacacagccc agcttggagc gaacgaccta caccgaactg agatacctac agcgtgagct 57.60 
atgagaaagc gccacgcttc ccgaagggag aaaggcggac aggtatccgg taagcggcag 5820 
ggtcgyacica ggagagcgca cgagggagct tccaggggga aacgcctggt atctttatag 5880 
tcctgtcggg tttcgccacc tctgacttga gcgtcgattt ttgtgatgct cgtcaggggg 5940 

gcggagccta tggaaaaacg ccagcaacgc ggccttttta cggttcctgg ccttttgctg 6000 

gccttttgct cacatgttct ttcctgcgtt atcccctgat tctgtggata accgtattac 6060 

cgccatgcat tagttattaa tagtaatcaa ttacggggtc attagttcat agcccatata 6120 

tggagttccg cgttacataa ctrtacggtaa atggcccgcc tggctgaccg cccaacgacc 6180 

ccc.-Tcrratt gacgtcaata atgacgtatg ttcccatagt aacgccaata gggactttcc 6240 

a't^a^tca atgggtggag tatttacggt aaactgccca cttggcagta catcaagtgt 6300 

atcatatgcc.aagtacgccc cctattgacg tcaatgacgg taaatggccc gcctggcatt 6360 

at^rc-yr^ catqacctta_tag gactttc ctacttqqca qtacatctac ar^r^r^ „.6420_. 
^ri^iT^ggtrgatg [ cggttttggc agtacatcaa tg fl gcqtq^tagcggtttg . 6480 

actcacgggg'atttccaagt ctccacccca ttgacgtcaa tgggag'tttg" ttttggcacc 6540 

aaaatC . a l ( : 9 qaactttcca aaatgtcgta acaactccgc cccattgacg caaatgggcg 6600 

gtaggcgtgt acggtgggag gtctatataa gcagagctgg tttagtglaT cgtcagatcc 6660 

g-ragcgcta ccggactcag atctcgagct caagcttcga attctgcagt cgacggtacc 6720 

gcgggcccgg gatccaccgg tcgccacc 6748 
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